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CAPITULO 1. RESUMEN

RESUMEN

El higado es un 6rgano critico para la homeostasis del organismo ya que lleva a
cabo un complejo conjunto de funciones entre las que destacan: el metabolismo de
carbohidratos, la biotransformacién y desintoxicacion de xenobidticos, el
mantenimiento del ciclo activo de la urea y la sintesis de albumina. Estas funciones
son atribuidas principalmente a las células parenquimatosas hepaticas, los
hepatocitos, las cuales comprenden aproximadamente el 60% de las células totales.
En condiciones fisioldgicas, los hepatocitos se encuentran embebidos en una matriz
extracelular suave que contiene una concentracién importante de colagenos fibrilares
en combinacién con proteinas asociadas a la membrana basal (MB). La poblacion
celular restante la conforman las denominadas células no parenquimatosas (NPC)
gue son de vital importancia para mantener la homeostasis de los hepatocitos.
Actualmente, el mejor modelo in vitro para el estudio de las funciones hepaticas es el
cultivo de hepatocitos primarios, que ofrece la posibilidad de desarrollar modelos de
toxicidad ante farmacos disminuyendo o incluso prescindiendo de estudios in vivo en
animales de laboratorio, y en el caso de aplicaciones médicas, la posibilidad de
realizar trasplantes de células hepaticas. Desafortunadamente, los hepatocitos
cultivados no preservan su fenotipo, es decir, no conservan la mayoria de sus
funciones como cuando forman parte de un higado intacto. Esto se debe a la estrecha
regulacion de la funcién hepatica mediada por las células no parenquimatosas y el
microambiente quimico-mecanico dentro del lobulillo hepatico. Por consiguiente, este
trabajo de tesis estuvo enfocado en generar un microambiente biomimético adecuado
gue ayudara a preservar el fenotipo de los hepatocitos primarios considerando
diversos factores como: (1) el control de las propiedades mecéanicas del sustrato
haciendo uso de hidrogeles de poliacrilamida, (2) la influencia de las proteinas de la
matriz extracelular (MEC) como colageno tipo | de cola de rata y Matrigel®, ambas
utilizadas como referencias de colagenas fibrilares y de MB respectivamente, asi
como mezclas a diferentes porcentajes de dichos componentes, y (3) el efecto de la
suplementacion del medio de cultivo con hormonas y factores de crecimiento.
Nuestros resultados mostraron que la contribucién de la rigidez y la constitucion de
las proteinas de la matriz extracelular son de suma importancia en la adhesion,
sobrevivencia y organizacion de los hepatocitos, asi como en ciertos procesos
fisiol6gicos como la sintesis y almacenamiento de glucégeno. De manera importante
se destaca el papel del coldgeno tipo | en la sobrevivencia de los hepatocitos en
condiciones suaves de cultivo y en la agregacibn en los hepatocitos
independientemente del efecto del EGF. Estos hallazgos podrian establecer las bases
para estudios de Fisiologia y Biologia Celular, donde la preservacion de las funciones
y fenotipo de células primarias por periodos prolongados de tiempo son
indispensables.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES
2.1 Anatomiay estructura del higado

2.1.1 Aspectos generales de la organizacion anatémica del higado

El higado es el érgano interno mas grande en el cuerpo humano y representa
aproximadamente del 2% al 3% del peso corporal promedio. El higado se encuentra
ubicado en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal protegido por la
caja torécica. Posee 2 l6bulos principales, los cuales son la unidad estructural del
higado (Figura 1A). Los I6bulos del higado se componen de numerosas unidades
funcionales, llamadas lobulillos hepaticos. Cada lobulillo consiste en células
epiteliales altamente especializadas responsables de realizar muchas de las
funciones atribuidas al higado y que son los hepatocitos [1,2]. Estos forman placas,
de una o dos células de grosor, conectadas unas con otras alrededor de una vena
central formando cordones de 15 células aproximadamente (Figura 1B). Cada una
de estas placas esta separada una de otra por grandes espacios epiteliales llamados
sinusoides. Estos se encuentran revestidos por células endoteliales con
prolongaciones y fenestras. Debido a que la fenestra de los sinusoides hepaticos
carece de un diafragma y de MB, suelen ser mas permeables a otros capilares e
incluso permiten el paso de proteinas plasméaticas con moléculas apolares unidas a
las proteinas, como lipidos, acidos grasos y colesterol. La fenestra, la falta de MB y
la estructura en placas de higado permiten un contacto intimo entre los hepatocitos y
el contenido de la sangre proveniente del intestino [1,3].

Ademas de los hepatocitos, los lobulillos estan compuestos por varios tipos de
células incluyendo células epiteliales biliares (colangiocitos), células estrelladas,
células de Kupffer (monocitos) y células endoteliales sinusoidales del higado (Figura
1C). Cada uno de estos tipos de células poseen funciones uUnicas que regulan
cooperativamente la funcion hepatica en multiples niveles (para mas detalle véase.
el apartado 2.4.2).
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Figura 1. Anatomia del higado. (A) El higado se encuentra dividido en 2 I6bulos principales: un I6bulo
derecho grande y un I6bulo izquierdo mas pequefio. Recibe el aporte de sangre de dos fuentes: la
arteria hepatica y la vena porta. (B) Cada uno de los lébulos estan constituidos por unidades
funcionales mas pequefias llamadas lobulillos, formados por cordones de hepatocitos de una o dos
células de espesor, conformados en placas hexagonales. En cada vértice del lobulillo hepatico se
encuentra la triada portal, conformada por la arteria hepatica, la vena porta y el conducto biliar. Dicha
estructura es de suma importancia para la irrigacion sanguinea del higado desembocando en la vena
central (C). A nivel celular, los lobulillos hepéticos se conforman principalmente por células
parenquimatosas (hepatocitos), no obstante, también se encuentran presentes células no
parenquimatosas que se encargan de brindar soporte a los hepatocitos, entre ellas se encuentran los
colangiocitos, las células estrelladas, las células de Kupffer y las células endoteliales sinusoidales.
Figura modificada de [4]

2.1.2 Irrigacion y angioarquitectura del higado

El higado es un érgano muy vascularizado, que en reposo recibe entre el 25y 30
por ciento del gasto cardiaco total como consecuencia de su doble irrigacion
sanguinea suministrada por la arteria hepatica y la vena porta. La arteria hepatica
aporta el 25 por ciento del suministro total de sangre al higado proveyendo sangre
rica en oxigeno [1]. Mientras que la vena porta, suministra el 75 por ciento de sangre
restante (Figura 2A). A través de esta Ultima, el higado recibe sangre desoxigenada
gue contiene nutrientes, xenobidticos y sustancias toxicas absorbidas en el intestino.
Las ramas de ambos vasos desembocan dentro de los sinusoides hepéaticos del
lobulillo hepatico donde los hepatocitos captan el oxigeno, nutrientes y toxinas. Los
compuestos que producen los hepatocitos y los nutrientes necesarios para las células



son secretados nuevamente a la sangre a través de la vena central, para finalmente
salir a la vena cava inferior. Las ramas de la arteria hepatica y de la vena porta junto
con los conductos biliares son parte fundamental de la organizacion del lobulillo
hepatico. Estas estructuras, en su conjunto, se conocen como triada portal (Figura
1By 2B).

Vena central

Sinusoide

Arteria hepatica
Vena porta

Ducto biliar

Triada portal

Figura 2. Vascularizacion hepética. (A) Macroanatomia del higado humano recibiendo doble
suministro sanguineo; sangre rica en nutrientes de la vena porta y sangre oxigenada de la arteria
hepatica. La sangre sale por la vena hepatica. La vesicula biliar recolecta la bilis producida por los
hepatocitos y la libera al tracto gastrointestinal a través del conducto biliar. (B) Descripciéon general de
la vasculatura de un lobulillo hepatico. Cada lobulillo esta flanqueado por vias portales, compuestas
por conductos biliares y el riego sanguineo dual entrante de las ramas de la arteria hepatica y la vena
porta, llamada triada portal. La sangre fluye a través de los sinusoides, las ramas terminales de la
vasculatura del higado y sale por las venas centrales. Figura modificada de [5]

2.1.3 Zonas metabdlicas hepaticas

Los hepatocitos son células especializadas, que individualmente parecen ser
homogéneas a lo largo del eje porto-central, no obstante, se ha demostrado que
muestran una enorme heterogeneidad con respecto a las funciones subcelulares,
bioquimicas vy fisiologicas de acuerdo con su ubicacion en dicho eje. Esto se debe a
gue existen diferencias importantes dentro del microambiente que ocasionan cambios
en las propiedades bioquimicas de las células [6-8]. Lo anterior nos indica que las
funciones atribuidas a los hepatocitos se encuentran preferentemente en una u otra
zona del higado, a esto se le conoce por su término en inglés “liver zonation”. Estas
zonas metabdlicas son bastante dinamicas, ya que la mayoria de los patrones de
expresion génica y, en consecuencia, las distribuciones enzimaticas cambian en
respuesta a la nutricion, los farmacos, las hormonas y otros factores transmitidos por
la sangre. Se sabe que los gradientes de morfégenos como Wnt, hedgehog,
hormonas o factores de crecimiento como HGF y otros factores como el oxigeno
actian en conjunto, dirigiendo la expresion génica a los hepatocitos diferenciados
ubicados en zonas especificas del higado [8].

6



Las zonas en el higado se dividen principalmente en region periportal y region
pericentral, también conocidas como zona | y zona lll respectivamente. Los
hepatocitos localizados en la regién periportal se encuentran expuestos a condiciones
ricas en nutrientes y oxigeno debido a que se encuentran cerca la triada portal. En
consecuencia, los procesos que demandan estas condiciones, como la $-oxidacion
mitocondrial, la gluconeogénesis y la secrecion de proteinas ocurren
predominantemente en esta region. Los hepatocitos localizados en la region
pericentral participan preferentemente en la biotransformacion de xenobidticos, la
glucdlisis, la lipogénesis y la sintesis de &cidos biliares. Sin embargo, también se
reconoce otra region la cual se denomina regién media o zona Il, que se encuentra
entre la region periportal y la region pericentral; los hepatocitos ubicados en esta zona
se especializan en la regulacion del metabolismo del hierro, entre otras funciones [8,9]
(Figura 3).

Figura 3. Zonas metabdlicas hepaticas. Las funciones hepéticas no se distribuyen uniformemente a
lo largo eje porto-central del lobulillo hepatico, sino que, dependiendo de las condiciones
microambientales en donde se ubiquen los hepatocitos, realizaran preferentemente ciertas funciones.
Se reconocen dos regiones
principales: la region periportal
(zonall) y laregion pericentral (zona
). La regiébn periportal se
encuentra proxima a la triada portal
por lo que los hepatocitos ahi
= Hepatocitos ~ Ubicados ~ se  encuentran  en
condiciones abundantes de
oxigeno y nutrientes, permitiendo
que se lleven a cabo
preferentemente funciones
oxidativas. En la region pericentral,
ubicada cerca de la vena central,
los hepatocitos desempefian
funciones que no son dependientes
de oxigeno tales como la
transformacion de xenobidticos y
desintoxicacion de farmacos vy

Células de
kupffer

biliares

Regién Periportal Regién Media Regién Pericentral ; ; s
(Zona I (zona Il (Zona Il toxinas. Figura modificada de [10].
102 1 WNT
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Como se puede apreciar, los patrones de establecimiento de zonas metabdlicas
en el higado de los hepatocitos parecen optimizar la funcién hepatica general, ya que
dependiendo de su ubicacién realizaran predominantemente ciertas funciones que
ayudaran a la homeostasis del organismo [11].

2.2 Funciones del higado

El higado es uno de los 6rganos mas importantes y complejos del cuerpo,
desempefia un papel central manteniendo la homeostasis metabdlica a través del
procesamiento de carbohidratos, lipidos, aminoacidos y vitaminas de la dieta. De
manera que es capaz de regular la concentracion de glucosa en sangre de acuerdo
con las necesidades del cuerpo. Sintetiza la bilis que optimiza la absorcion de lipidos
y sintetiza factores endocrinos y proteinas plasmaticas, entre estas ultimas la
albumina es la mas abundante y funciona como un modulador significativo de la
presidn oncdtica plasmatica y como un transportador de ligandos enddgenos y
exégenos [12]. El higado también es el principal érgano desintoxicante, es decir,
elimina deshechos celulares y xenobi6ticos mediante la conversion metabdlica y
excrecion biliar [13,14].

En la Tabla 1 se hace referencia a las funciones mas importantes del higado:

Tabla 1. Principales funciones del higado

Funcioén Accion

* Biotransformaciéon de xenobibticos:
Conversion de farmacos a metabolitos
solubles [3].

* Metabolismo de carbohidratos:
Conversién de la glucosa sanguinea en
glucoégeno y acidos grasos. Produccion de
Biotransformacion / Metabolismo glucosa a partir de glucégeno hepatico y
otras moléculas por gluconeogénesis.
Secrecion de glucosa en la sangre [3].

* Metabolismo de Lipidos: Sintesis de
triglicéridos 'y colesterol, excrecion de
colesterol en la bilis. Produccion de cuerpos
cetonicos a partir de los acidos grasos [3].

Fagocitosis por las células de Kupffer.
Alteracion quimica de moléculas
biol6gicamente  activas  (hormonas vy
farmacos). Produccion de urea, acido arico y
otras moléculas. Excrecion de moléculas en
la bilis [3].

Desintoxicacién de la sangre




Reserva de proteinas y de glucégeno para
satisfacer las necesidades globales de
Almacenamiento glucosa en el organismo. Es el sitio méas
importante para el almacenamiento de
retinol (vitamina A) [3,15].

Produccién de albumina, de proteinas de
transporte plasmatico y de factores de la
Sintesis de proteinas coagulacion. Asimismo, en el higado se
sintetizan la mayoria de las proteinas del
sistema del complemento [3,16,17].

Sintesis de sales biliares. Conjugacion vy

Secrecion de bilis excrecion de pigmentos biliares [3].

2.2.1 Metabolismo hepatico

Como puede apreciarse en la Tabla 1, el higado es un 6rgano clave para muchos
procesos metabolicos; actia como eje central que conecta varios tejidos, incluidos el
musculo esquelético y el tejido adiposo; por ejemplo, después de la digestidon de los
alimentos en el tracto gastrointestinal, la glucosa y los aminoacidos se incorporan al
torrente sanguineo y son transportados al higado a través del sistema de circulacion
de la vena porta. La glucosa de la sangre portal es utilizada segun la demanda del
momento y el exceso es convertido por el higado en glucégeno y acidos grasos. En
los hepatocitos, los acidos grasos se esterifican con glicerol-3-fosfato para generar
triacilglicerol (TAG), el cual es almacenado en gotas lipidicas. Por otra parte, los
aminoacidos son catabolizados para proporcionar energia o bien, son utilizados en la
sintesis de proteinas, glucosa u otras moléculas biolégicamente activas. En
condiciones como el ayuno o durante el ejercicio estos sustratos se liberan del higado
a la circulacién y son metabolizados por los musculos, el tejido adiposo y otros tejidos
extrahepéticos. Ejemplos de cooperacion del higado con otros tejidos u 6rganos para
mantener la homeostasis del organismo son los que existen con el tejido adiposo y el
musculo, los cuales liberan acidos grasos no esterificados, glicerol, asi como lactato
y alanina. Estas moléculas son utilizadas por el higado como precursores para la
gluconeogénesis, mientras que los acidos grasos no esterificados por medio de la (3-
oxidacion generan cuerpos cetonicos (cetogénesis). La glucosa y los cuerpos
cetonicos generados por el higado funcionan como combustibles metabdlicos
esenciales para los tejidos extrahepaticos durante situaciones de alta demanda
energética como el ejercicio o el ayuno prolongado [18].



2.2.2 Hepatocitos, desintoxicacion y biotransformacion de xenobioticos

Otra de las funciones importantes del higado es la de desintoxicacion o
eliminacién de sustancias nocivas para el organismo. El higado se encarga de
desintoxicar la sangre de sustancias que se originan principalmente en el intestino,
asi como en otros 6rganos o tejidos del cuerpo. Dentro del higado, células
endoteliales sinusoidales, células de Kupffer y células dendriticas reconocen agentes
patdgenos gracias a que presentan receptores que identifican distintos patrones
moleculares asociados al agente patdgeno, facilitando asi su eliminacion. Asi mismo,
el higado es capaz de eliminar hormonas, farmacos u otras moléculas bioactivas
transportadas en la sangre ya sea por su excrecion en la bilis, por fagocitosis a través
de las células de Kupffer o por la alteracion quimica de estas moléculas en los
hepatocitos, este Gltimo proceso se conoce como biotransformacion de xenobiéticos,
el cual es sin lugar a duda una de las funciones mas importantes del higado [3,19].
Los xenobiodticos se definen como sustancias quimicas extrafias a un sistema
bioldgico, es decir, que no se producen en el cuerpo. Muchos de los farmacos
utilizados en la terapéutica son xenobiéticos y aunque algunos de estos se eliminan
intactos del cuerpo humano, muchos otros experimentan cambios estructurales que
los hacen més solubles para facilitar su excrecion en la orina o la bilis [20].

En ocasiones el rifion es incapaz de eliminar eficientemente sustancias lipofilicas
por lo que dichos agentes liposolubles deben metabolizarse o biotransformarse
primero en el higado por medio de dos tipos de reacciones enziméticas, conocidas
como de fase | y fase Il. En las reacciones de fase | se convierten moléculas lipofilicas
en moléculas mas polares al introducir o exponer un grupo funcional polar (-OH o -
NH2). Las enzimas que catalizan este tipo de reacciones de oOxido-reduccion
pertenecen a la superfamilia del sistema citocromo P450 (CYP450), entre las que
destacan CYP3A4, CYP1A2 y CYP2E1 [21]. Aun cuando las reacciones de 6xido-
reduccion son las mas comunes para biotransformar los farmacos, hay otras de igual
importancia, entre ellas se pueden mencionar reacciones de hidrdlisis, oxidacion de
aminas y deshidrogenacion de alcoholes, todas ellas sin intervencién del sistema P-
450 [22]. Por otro lado, las reacciones de fase Il se conocen como de conjugacion y
pueden ocurrir directamente en los compuestos originales que contienen motivos
estructurales apropiados o en grupos funcionales agregados o expuestos por
reacciones de fase I. Las principales enzimas involucradas en reacciones de fase Il
se conocen colectivamente como "transferasas"”, ya que catalizan la transferencia de
una fraccion de una molécula donante al receptor del farmaco. Las reacciones de fase
Il mas comunes e importantes incluyen: glucuronidacién, sulfatacion, acetilacion y
metilacion. Todas estas reacciones de conjugacion confieren mayor solubilidad a los
xenobioticos permitiendo asi su facil excrecion en la bilis u orina [22].

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema citocromo P450 constituye el
mayor complejo enzimatico en el metabolismo de farmacos en nuestro organismo, al
jugar un papel fundamental en la fase oxidativa del metabolismo. En las reacciones

10



de fase I, las enzimas metabolizadoras que destacan son CYP1A2, CYP3A4 y
CYP2EL. ElI CYP1A2 representa aproximadamente el 6% del contenido total de
enzimas CYP450 en el higado humano [23], tiene sustratos como aminas aromaticas
e hidrocarburos aromaticos policiclicos; entre los farmacos metabolizados
preferentemente por esta enzima se encuentran el acetaminofén, la cafeina, la
clozapina, la fenacetina, la tacrina y la teofilina [24]. El CYP3A4 es aparentemente la
enzima CYP450 mas importante para la biotransformacion de farmacos en humanos,
ya que representa un porcentaje considerable del contenido de estas enzimas en el
higado, aproximadamente el 11% [23], y se sabe participa en la biotransformacién
de la mayoria de farmacos con vias metabdlicas conocidas, como la ciclosporina, el
tacrolimus y la carbamazepina [25]. Por ultimo, el CYP2EL1 es el CYP més abundante
en el higado, representando aproximadamente el 21% del contenido total de estas
enzimas, es responsable de biotransformar los xenobioticos a diversos intermediarios,
los cuales son posteriormente transformados en sustancias no toxicas por medio de
reacciones de conjugacion en la biotransformacién de fase Il, como se explicé en el
parrafo anterior. No obstante, algunos intermediarios de este tipo de transformaciones
son metabolitos reactivos y pueden unirse de manera covalente a macromoléculas
formando aductos que alteran la estructura y funcién hepatocelular conduciendo
consecuentemente a lesiones hepaticas [23]. Un ejemplo de hepatotoxicidad por
metabolitos reactivos es el caso del N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), producto
de la transformacion del acetaminofén. Una ingesta alta de acetaminofén lleva a una
elevada produccion de NAPQI que resulta en estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial
y por ultimo necrosis hepatica.

2.3 Cultivo de hepatocitos primarios como modelo de estudio de las funciones
del higado

En la actualidad, el mejor modelo in vitro para estudiar los mecanismos de las
funciones hepaticas es el cultivo de hepatocitos primarios. En un érgano intacto, los
hepatocitos, se polarizan con dominios luminales distintos que estan separados por
uniones estrechas de los dominios laterales que participan en la adhesion célula-
célulay de los dominios basales que interactian con la matriz extracelular subyacente
[26]. Desafortunadamente, cuando los hepatocitos son cultivados pierden su
polaridad, por ejemplo, la distribucion diferencial de fosfolipidos, complejos proteicos
y componentes citoesqueléticos entre los diversos dominios de la membrana
plasmatica se ve alterada, y por lo tanto no se preserva la mayoria de las funciones
hepaticas como cuando forman parte en un higado intacto. Esto es debido a la
estrecha regulacibn de la funcién hepatica mediada por las células no
parenquimatosas y el microambiente quimico-mecéanico dentro del lobulillo hepatico.
Se ha demostrado que el cultivo de hepatocitos en sandwich de colagena reproduce
en un grado significativo la polaridad de los hepatocitos in vivo, propiedad esencial,
como ya se ha mencionado, tanto para la estructura como para la funcién del higado.
Entre otras ventajas, este modelo permite estudiar las propiedades bioldgicas
celulares clave de hepatocitos como: la morfologia poligonal, la secrecion de albumina
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y la actividad transcripcional general del higado [27-29]. Asi como este modelo, se
han desarrollado otras estrategias de cultivo primario de hepatocitos debido al
creciente interés en generar un microambiente biomimético que ayude a preservar el
fenotipo y funciones de los hepatocitos para futuras aplicaciones farmacologicas y
meédicas. Ejemplos interesantes son los organoides y los érganos en Chip (Figura 4).
Los organoides derivan de células madre multipotentes y autorrenovables, de manera
gue se generan mediante la diferenciacion de las células madre en miniérganos
funcionales que consecuentemente forman una estructura tipo esférica tridimensional
(por interacciones ceélula-célula). Asimismo, se ha informado que los hepatocitos
primarios maduros son capaces de formar organoides por si mismos, los cuales
conservan caracteristicas morfologicas, funcionales y de expresion génica durante
varios meses de cultivo en condiciones 6ptimas [30]. De manera que este modelo de
cultivo es capaz de desempefiar muchas de las funciones del higado, sin embargo,
su capacidad funcional no es comparable con la de un higado maduro adulto. El
modelo o dispositivo de higado en Chip, desarrollado ante la problematica del uso de
modelos animales tanto por la parte ética como por la parte funcional, esta basado en
un control preciso del entorno de cultivo, y su disefio busca optimizar la funcion de los
hepatocitos para evaluar las respuestas del higado humano ante farmacos de interés
terapéutico o para modelar patologias especificas del higado. Para ambos modelos,
encontrar el microambiente idoneo para los hepatocitos es de suma importancia, por
lo que incluso se ha propuesto la combinacion de estos modelos, los organoides y los
de higado en Chip, ya que se cree gque podria proporcionar ventajas para imitar de
manera mas fiel a la funcion hepatica [31,32].
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CULTIVO 2D CULTIVO 3D

Monocultivo Organoides

Cultivo en transwell Higado-Chip

Figura 4. Representacién esquematica de cultivos de hepatocitos primarios en modelos 2D y
3D. Actualmente, la creacion de modelos éptimos para el cultivo celular in vitro es de gran importancia,
ya que el comportamiento de las células cultivadas depende de las caracteristicas de cada modelo.
Los modelos de cultivo 2D (células en monocapa) no son capaces de emular las interacciones célula-
célulay célula-entorno extracelular, las cuales son responsables de muchas de las funciones celulares,
gue incluyen la diferenciacion, la proliferacién, la viabilidad, asi como la capacidad de respuesta a los
estimulos. A diferencia del monocultivo, el modelo de cultivo en transwell permite la interaccién entre
las diferentes células que integran el tejido, de tal forma que puede imitar de manera mas fiel la
compleja arquitectura del érgano, pero sin embargo sigue siendo un modelo con limitaciones. Como
respuesta a lo anterior, se han planteado modelos alternativos de cultivo en 3D, organoides e higado
en chip, los cuales asemejan las condiciones del entorno natural de las células que conforman un
organo y las interacciones que se encuentran regulando las distintas funciones celulares [33].

2.3.1 Aislamiento de hepatocitos primarios

Se ha demostrado que el cultivo primario de hepatocitos resulta una herramienta
fundamental para el estudio de la toxicidad, interaccion y metabolismo de nuevos
farmacos en el higado [34]. Por lo anterior, la optimizacion del método de aislamiento
de hepatocitos es esencial para los distintos modelos hepaticos. Aunque inicialmente
los hepatocitos se habian aislado mediante métodos mecanicos, se ha demostrado
gue los métodos enzimaticos son superiores, ya que los hepatocitos conservan su
integridad estructural y su funcion después del aislamiento. El método estandar para
el aislamiento de hepatocitos es el de la perfusion de dos pasos. En este método, el
higado se perfunde inicialmente con una solucion amortiguadora (HEPES) libre de
Ca?*, para posteriormente ser perfundido con una solucién de colagenasa en
presencia de Ca?*. La ausencia de Ca?* en el primer paso del aislamiento ayuda a
romper los desmosomas, mientras que su presencia en la segunda perfusion es
necesaria para la actividad éptima de la colagenasa. Cabe resaltar que para este
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método se utilizan colagenasas producidas por Clostridium histolyticum, las cuales
tienen la capacidad de digerir colagenas fibrilares nativas de triple hélice de tipos I, Il
y lll, permitiendo asi el aislamiento de las células hepéticas en donde su matriz
extracelular es rica en colagena tipos | y Il [35,36].

2.4. Factores determinantes para la conservacion de la funcién hepatica en
cultivo de hepatocitos primarios

Se piensa que una de las causas mas importante de la pérdida del fenotipo de
hepatocitos en modelos in vitro es la falta de interacciones entre los hepatocitos, asi
como de otros factores que ayudan a mantener dicho fenotipo. En este proyecto de
tesis se destacan tres de estos factores: (1) la rigidez del sustrato en el cual los
hepatocitos son cultivados, (2) la incorporacion de proteinas de matriz extracelular a
esos sustratos, y (3) el impacto de los componentes o suplementos que conforman el
medio de cultivo. A continuacion se describen con mayor detalle cada uno de ellos.

2.4.1 Rigidez del sustrato y mecanotransduccion

La rigidez de la MEC es particularmente relevante en el higado, ya que la
fisiologia y la patologia de este Organo estan estrechamente correlacionadas con
modulos especificos de elasticidad. La propiedad de rigidez la podemos definir como
la resistencia de un material al ser deformado por una fuerza en una érea definida; de
ahi deriva que se representa en pascales (Pa). La rigidez de los tejidos en vertebrados
varia de unos cuantos cientos de pascales a miles o cientos de miles. Diversos
estudios han demostrado que la rigidez de la matriz extracelular se ve alterada en el
higado sano en comparacion con uno fibrético. Se sabe que la rigidez de la MEC en
el higado sano se encuentra alrededor de los 150 Pa y aumenta a 1-6 kPa en areas
cercanas a la deposicion de colageno fibrilar en higados fibréticos. Los niveles de
rigidez fibréticos tienen efectos sobre la tension citoesquelética e inhiben ciertas
funciones en los hepatocitos [37-39].

Durante el cultivo in vitro, las células son capaces de detectar sefiales mecanicas
de los sustratos, al anclarse a la matriz extracelular. En los ultimos afios, diversos
estudios han revelado el impacto de la mecanotransduccion en muchos aspectos del
comportamiento de las células, tanto en estados nativos como cultivadas, ya que
varias funciones celulares dependen estrictamente de las fuerzas mecanicas
ejercidas por el entorno extracelular, incluidas la diferenciacion celular, el
mantenimiento del fenotipo diferenciado, la motilidad, la adhesion, el crecimiento y la
supervivencia. Es por esto que la mecanica del sustrato, elasticidad y rigidez, debe
controlarse en los cultivos celulares [40].

Los geles basados en componentes de MEC naturales, como el colageno tipo |,
Matrigel y fibrina, cuya rigidez se puede modular modificando la densidad de las
proteinas de la MEC o mediante la reticulacion basada en interacciones
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electrostéticas, son una opcion interesante para regular la diferenciacion y
proliferacion de los hepatocitos. No obstante, podria haber una baja reproducibilidad
debido a la variabilidad intrinseca del grado de pureza debido a los procesos de
purificacion. Por consiguiente, los hidrogeles basados en polimeros elasticos y
viscoelasticos, como la poliacrilamida (Figura 5) son una excelente alternativa debido
a que garantizan una excelente reproducibilidad del control mecanico de rigidez y
ofrecen la posibilidad de conjugar cualquier componente de MEC en ellos,
permitiendo una mejor imitacion de la MEC hepética [41,42].

A
N d
Acrilamida N, N'-metilenbisacrilamida
N ( N
B Persulfato de amonio N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina
(APS) (TEMED)

Hidrogel de poliacrilamida

Figura 5. Composicion de hidrogeles de poliacrilamida. (A) Los hidrogeles de poliacrilamida estan
compuestos por una mezcla de acrilamida y N,N-metilenbisacrilamida. La polimerizacién inicia con la
formacion de radicales libres generados por el persulfato de amonio, misma que es acelerada por el
catalizador TEMED. (B) Representacion simplificada de la estructura quimica de un hidrogel de
poliacrilamida. Tanto la acrilamida como la bisacrilamida polimerizan conjuntamente, pero es la
bisacrilamida la que establece ramificaciones entre las cadenas lineales de la poliacrilamida.

Es bien sabido que algunas vias de mecanotransduccién estan implicadas en la
homeostasis del higado. Entre ellas destaca la via de Hippo, la cual ha sido
ampliamente estudiada demostrando su participacion como una via maestra de la
regulacion del tamafio del higado. Cuando se inhibe la via de HIPPO mediante
meétodos genéticos se ha observado una hiperplasia descontrolada del érgano que
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conlleva a la generacion de cancer hepatocelular [43,44]. Algunos GPCRs
(receptores acoplados a proteinas G) son importantes mecanorreceptores vinculados
a esta via, ya que promueven la translocacion del coactivador de la transcripcion
YAP1 (Yes associated-protein 1) al nacleo en donde regula la activacion de diversos
factores de transcripcion [45]. Otra de las vias de sefalizacion involucradas en la
mecanotransduccion es la de las proteinas cinasas ERK1/2, en cuya activacion se ha
advertido que la rigidez juega un papel importante [46]. Para la cascada de
sefalizacion ERK1/2, los mecanorreceptores involucrados son los RTKs (receptores
tirosina cinasa) los cuales se activan ante la union de factores de crecimiento
secretados por células vecinas después de una lesion hepatica. La union del ligando
activa (fosforila) a MEK 1/2 que a su vez activa (fosforila) a ERK 1/2 para regular la
proliferacion, crecimiento y supervivencia celular. Por ultimo, podemos mencionar la
via de Rho/ROCK, la cual, a través de la cinasa LIM (LIMK) inhibe a la cofilina,
proteina que promueve la despolimerizacion de actina, favoreciendo asi la
estabilizacion de los filamentos de actina.

Cabe resaltar que la activacion de estas vias de sefalizacion puede ocurrir
cuando las estructuras de union entre hepatocito-hepatocito y hepatocito-MEC
transmiten sefales mecanicas a la célula ya sea por las fuerzas de traccion generadas
por la contraccion de células vecinas o bien por cambios en la composicion de la MEC.
Estas variaciones en la composicion de la MEC inducen cambios conformacionales
en los mecanorreceptores, conocidos como integrinas, transduciendo las fuerzas
mecdanicas en sefiales quimicas dentro de la célula a través de proteinas que se unen
al citoesqueleto de actina activando asi una amplia gama de vias de sefalizacion y
programas genéticos para controlar la sobrevivencia, el destino y el comportamiento
de las células. El estudio de las vias de mecanotransduccion mencionadas en este
apartado van mas alla del alcance de este trabajo de tesis, sin embargo, se discutiran
un poco mas adelante para dar sustento a los hallazgos encontrados.

2.4.2 Proteinas de matriz extracelular

El higado cuenta con una matriz extracelular Unica dentro del espacio de Disse,
la cual separa a los hepatocitos del endotelio sinusoidal. EstA MEC hepatica tiene una
composicién similar a la MB, pero contiene adicionalmente colagenas fibrilares (I 'y
lIl), ademas de fibronectina y carece de la estructura electrodensa tipica de la MB
[47]. Su composicion resulta indispensable para la viabilidad y la preservacion de los
hepatocitos y hay estudios que sugieren que los reordenamientos de la MEC
modifican la composicién y las propiedades mecéanicas que dan como resultado
programas especificos de desdiferenciacion dentro de las células hepéticas, por lo
gue su incorporacién en modelos in vitro podria ser clave para la preservacion del
fenotipo de hepatocitos primarios [41,48].

La MEC hepética se compone principalmente de colagena (tipo I, Ill, 1V,), elastina,
fibronectina, lamininas, glicoproteinas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos (Figura
6), los cuales proporcionan una plataforma fisica para las células, ademas de
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estimular sefiales bioguimicas y biomecanicas. Asi mismo, la MEC facilita funciones
importantes, como la union de factores de crecimiento y la interaccién con receptores
de la superficie celular para provocar la transduccion de sefales y regular la
transcripcion de genes [49,50]. Para ampliar la informacion a continuacion se muestra
una tabla con los principales componentes y sus funciones de la MEC hepatica:

Integrinas wesss Fibronectina
o /™™ Laminina \_,Proteoglicano
~ax.,_Colagena IV Elastina

Colagena |

P, Colagena Il

Figura 6. Matriz extracelular hepatica. La MEC del higado se encuentra ubicada en el espacio de
Disse y posee la capacidad de regular algunas funciones de las células hepaticas. Tiene una
composicién que se semeja a la de la MB pero que contiene adicionalmente coldgena tipo |, coladgena
tipo Il y fibronectina. Estas proteinas en conjunto crean un andamio tridimensional que brinda soporte
a los hepatocitos y permiten la sefializacion celular.

Tabla 2. Componentes estructurales de la MEC.

Componentes

Funcién

Colagenas

» Colagenas fibrilares: Las colagenas tipo | y Il son las mas
abundantes de la MEC y su funcién es en gran parte mecanica,
ya que proporcionan resistencia a la traccion del tejido. La
colagena tipo | se encuentra enriquecida en los extremos vy
recubriendo la vasculatura del higado, mientras que la coladgena
tipo 1l es la coldgena mas abundante en el espacio de Disse
[51].

» Colagena reticular: La coldgena tipo IV es el componente
estructural mas importante de la MB, es una molécula
heterotrimérica que se agrega en redes filamentosas y se une a
multiples proteinas matricelulares. Es abundante en el espacio
de Disse [51].

Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina de alto peso molecular que
se une a proteinas receptoras que atraviesan la membrana
denominadas integrinas y componentes de la MEC como
colageno, fibrina y proteoglicanos de heparan sulfato. Tiene un
papel importante en la adhesion, el crecimiento, la migracion y
la diferenciacion de las células. La expresion, degradacion y
organizacion alterada de la fibronectina se asocia a eventos de
fibrosis [51].
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Es una proteina clave en la MEC que proporciona resiliencia y
elasticidad al higado. En asociacién con la colagena tipo Il
Elastina forma la reticulina que mantiene la integridad estructural del
higado. La tincion con plata de la reticulina revela la arquitectura
del higado (normal, fibrético o cirrético) [52-54].

Son glicoproteinas que contienen dominios responsables de la
interaccion con las integrinas de la superficie celular. Las
lamininas condicionan la diferenciacion, migracion y adhesion
celular, asi como el fenotipo y la supervivencia. De modo que
su expresion estd mayormente asociada al desarrollo del
higado, siendo no tan abundante en higados maduros [51].

Lamininas

2.4.2 Co-cultivo de hepatocitos con células no parenquimatosas

Se sabe que la incorporacion de células no parenquimatosas (NCP) con
hepatocitos en modelos in vitro es esencial para desarrollar plataformas que tengan
aplicaciones en el metabolismo de farmacos y modelos de enfermedades ya que
estas células ayudan a regular la funcion hepética, ademas de contribuir, cuando asi
es requerido, a las respuestas inflamatorias mediante sus propias funciones
especializadas. Dentro del higado los hepatocitos comprenden el 60-65 % del total de
las células hepaticas, mientras que las células NPC como las células endoteliales
sinusoidales, LSEC (del inglés liver sinusoidal endothelial cell) comprenden el 16%,
las células de Kupffer, KC (del inglés Kupffer cells) el 12% y las células estrelladas
hepaticas, HSC (del inglés hepatic stellate cells) el 8%. Estas proporciones celulares
han sido utilizadas para establecer cocultivos de hepatocitos en una relacion de:
Hepatocito:LSEC:KC:HSC de (10:2.7:2:1.3) [55].

Las LSEC ejercen un papel importante en el metabolismo de lipidos, la
coagulacion, el crecimiento celular, la diferenciacién, la inmunidad y la respuesta
inflamatoria. Las membranas de LSEC poseen numerosos poros abiertos llamados
fenestras, que varian de 100 a 1000 nm de diametro y se cree que actian como un
tamiz para las particulas transportadas por la sangre [56]. Las LSEC son eliminadores
activos, que secretan citocinas tras la activacion inflamatoria. Desafortunadamente,
en cultivos in vitro la activacion de células sinusoidales ocurre rapidamente
provocando que las células se desdiferencien a un fenotipo microvascular
(CD299-/CD31+), a menos que se cocultiven directamente con hepatocitos. En
cocultivos con hepatocitos se ha demostrado que las LSEC estabilizan las funciones
hepaticas como la secrecidn de urea y albumina en periodos prolongados de cultivo.
Las LSEC secretan factor de crecimiento de hepatocitos, HGF, e interleucina-6 en
respuesta al factor de crecimiento endotelial vascular secretado por hepatocitos,
protegiéndolos del dafio toxico [56]. Esto ultimo es un claro ejemplo de cooperacién
entre hepatocitos y células no parenquimatosas que permiten una mejor respuesta
celular y molecular por parte de los hepatocitos.
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Por otro lado, las KC son los macréfagos residentes en el higado, ingieren y
degradan eritrocitos viejos, bacterias y diversas endotoxinas y juegan un papel
importante en el metabolismo del hierro. Adicionalmente, las KC se han implicado en
la toxicidad por farmacos y la lesion isquémica, al secretar especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno que agravan el dafio hepatico. Ademas, la participacion de las
células de Kupffer es indispensable en el proceso de fibrogénesis en el tejido
hepatico. La implementacion de cocultivos de hepatocitos y KC, ya sean, en contacto
directo o separados son capaces de imitar ciertos aspectos de la toxicidad por
farmacos, haciéndolos muy Utiles para la exploracion e investigacion de nuevos
farmacos, asi como modelos para el estudios de procesos de fibrogénesis hepética
[56].

Las HSC son pericitos que almacenan vitamina A y controlan la perfusion
sinusoide. Las HSC son las principales células productoras de matriz en el higado y
juegan un papel importante en la regeneracion, diferenciaciéon e inflamacion. La
activacion de las HSC durante una cascada inflamatoria conduce a una rapida pérdida
de funcion a medida que las células se diferencian en fibroblastos, lo que conduce a
un aumento de la deposicion de colageno y fibrosis. No obstante, para estudios in
vitro, la activacion de las células estrelladas ocurre inmediatamente después de la
siembra en placa y es impulsada por el estimulo mecanico [56].

Cabe destacar que, aunque los fibroblastos no se pueden usar para estudiar la
fibrosis, si apoyan la funcién de los hepatocitos en tiempos largos de cultivo. La linea
celular de ratén 3T3-J2 es notablemente eficaz para mantener la funcién especifica
del higado de los hepatocitos a través de una combinacion de contactos célula-célula
y sustancias difusibles de accion corta [56].

Como se puede apreciar, las interacciones entre los hepatocitos y otras células
no parenquimatosas son clave para el mantenimiento de la homeostasis de los
hepatocitos. Por ello, la incorporacion de este tipo de células en cultivos primarios de
hepatocitos lograria crear un mejor modelo que permita conservar la mayoria de sus
funciones para estudios téxico-farmacolégicos.

2.4.3 Impacto de la formulacién del medio de cultivo en la supervivencia y funcion de
hepatocitos primarios cultivados

En estudios previos se ha demostrado que el tipo de formulaciéon del medio
modula la morfologia y la funcioén de los cultivos de hepatocitos de rata [57]. Esto se
debe a que para conservar la funcion de los hepatocitos es importante tener la
concentracion intracelular adecuada de diferentes factores proteicos, moléculas
extracelulares y moléculas aniénicas. Las concentraciones intracelulares de todos
estos factores se ven afectadas de manera directa o indirecta por el medio
extracelular, por su transporte al citoplasma y por su conversion dentro de la célula
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[58]. Por ende, es importante lograr la formulacion del medio 6ptimo que conserve la
funcion, la morfologia y proliferacién de los hepatocitos primarios.

Entre los factores de diferenciacidon y crecimiento celular de los hepatocitos en
medios de cultivo podemos destacar: el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
debido a su capacidad para promover la sintesis de ADN y para aumentar la
produccion de albumina, la cual participa en el control de las condiciones osméticas
[59]. Asimismo, la produccion de albumina también se ve favorecida al suplementar
el medio de cultivo con Insulina-Transferrina-Selenio (ITS), oncostatina M (OSM) e
interleucina 6 (IL-6) [60].

La oncostatina M (OSM) es un miembro de la familia de la citocina IL-6. Es un
potente inductor de proliferacion, diferenciacion y maduracion de hepatocitos. Su uso
en medio de cultivo favorece las funciones de los hepatocitos como: almacenamiento
de glucégeno y actividad de algunos citocromos P450 y normalmente es utilizada en
combinacion con otros factores como el HGF [61-63]

Otros factores de crecimiento utilizados en los medios de cultivo para promover
la proliferacion de los hepatocitos son el factor de crecimiento de fibroblastos y
epidérmico (FGF y EGF, respectivamente). En particular, el EGF (del inglés epidermal
growth factor), es utilizado en combinacion con insulina y glucagon para promover la
sintesis de ADN [64]. Como se ha mencionado, la proliferacion y diferenciacion de los
hepatocitos se ven afectadas por sefales extracelulares tales como citocinas y
hormonas. Por ejemplo, los glucocorticoides modulan la proliferacion y funcion de
hepatocitos tanto in vivo como in vitro. La dexametasona (DEX), un glucocorticoide
sintético, promueve la maduracién de los hepatocitos al inhibir la produccién de alfa
feto proteina (AFP) y promueve la produccién de albumina, ademas de que protege a
los hepatocitos de la apoptosis inducida por TNF-a [65]. Todos estos factores, ya sean
solos o en combinaciones de dos 0 mas son capaces de promover la supervivencia 'y
funcién de hepatocitos primarios siempre y cuando sean utilizados en las cantidades
0 concentraciones adecuadas.

En el Apéndice 1 de esta Tesis detallo a mayor profundidad la funcion de cada
una de estas hormonas y factores de crecimiento, que son parte de la formulacion de
algunos medios, ademas comparo las concentraciones utilizadas de acuerdo con el
modelo de cultivo empleado por el grupo de investigacion.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

El uso de sustratos suaves conjugados con proteinas de MEC en combinacién con
un medio de cultivo 6ptimo favorecera la preservacion del fenotipo y funcién de los
hepatocitos primarios por periodos prolongados de tiempo.

OBJETIVO GENERAL

Establecer la influencia de proteinas de matriz extracelular, hormonas y factores de
crecimiento en la preservacion del fenotipo y funcion de cultivos de hepatocitos
primarios.

OBJETIVOS PARTICULARES

 Determinar las proporciones idéneas de proteinas de MEC, asi como de proteinas
de matriz asociadas a MB a hidrogeles de poliacrilamida que permitan la adhesion y
supervivencia, asi como también la funcion metabdlica de cultivos in vitro de
hepatocitos cultivados in vitro por periodos de tiempo prolongados.

» Extraer proteinas de matriz extracelular a partir de higados descelularizados,
incorporarlas a hidrogeles de poliacrilamida para finalmente evaluar la adhesion y
supervivencia de hepatocitos cultivados por periodos de tiempo prolongados.

+ Establecer el efecto del factor de crecimiento epidermal (EGF), en la supervivencia
y agregacion de hepatocitos primarios en diferentes condiciones de cultivo.

* Disefar diversos oligonucleétidos, que en un futuro seran utilizados para detectar
los niveles de expresion de marcadores especificos de identidad y funcion hepatica,
tales como albumina, el factor nuclear 4 alfa de hepatocito (HNF4a) entre otros, en
las condiciones de cultivo estudiadas en esta tesis.

22



CAPITULO 4.
MATERIALES Y METODOS

23



CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diagrama general de las técnicas utilizadas en el presente trabajo de tesis
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4.2 Reactivos y equipos

Tabla 3. Reactivos e instrumentos utilizados durante la realizacién de este estudio.

REACTIVOS EQUIPOS
HEPES TEMED Liofilizadora BEN.CHjI'_OP PRO Virtis SP
Scientific ®
NaCl Acrilamida Centrifuga Eppendorf 5804R
KCl Bisacrilamida Mlcrocentrlfuga. Sorvall Legend Serie
micro 17R
KH2PO4 Este,r.de acido Fuente de alimentacion EC1000
acrilico-NHS
Acido acético Microscopio invertido Eclipse Ti-S (Nikon
CaCl . . .
glacial Tokio, Japdn)
MgSOs N22COs Microscopio de fIgorescenua Eclipse
(Nikon)
Incubadora de CO:2 Air Jacketed modelo
APTES Na2S20s3 AACSOT
Triton-X 100 Formaldehido Bafio Maria Thermo Scientific
. Campana de flujo laminar Biotech
NH4OH Paraformaldehido SC1300 A-2-X
MgCl2 Acido peryddico Campana de extraccion modelo ALVA
. . . Bomba peristéltica. Masterflex L/S easy-
Glutaraldehido Reactivo de Schiff load modelo 77200-60
APS Matrigel® BANO ULTRASONICO SB-1200DTN
Colagenasa Colagena tipo | de
tipo IV cola de rata

4.3 Aislamiento de hepatocitos

Los hepatocitos fueron aislados a partir de higados de ratas Wistar macho
jovenes, con un peso aproximado de 250 g, utilizando el método de perfusion de
colagenasa modificado de Berry y Friend [66]. Una vez anestesiadas las ratas con
aproximadamente 0.5 mL de pentobarbital, fueron sometidas a una laparotomia para
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tener acceso al higado. Una vez expuesto el higado, se canul6 por la vena porta y fue
perfundido, a un flujo de 8.0 mL/min, con una solucién amortiguadora libre de Ca?*
(NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, HEPES 10 mM, pH 8.5) durante 20 min,
seguido de una solucién amortiguadora con Ca?*y colagenasa (NaCl 118 mM, KCI
4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, HEPES 10 mM, pH 8.5 CaCl2 3 mM y MgSOa4 1.2 mM)
durante aproximadamente 10 min con el objetivo de digerir el tejido. Posteriormente,
el higado se disgregd en porciones mas pequefias para facilitar su filtracion y
separarlo de las partes no digeridas para iniciar el proceso de aislamiento de células
parenquimales (hepatocitos). Una vez aislados los hepatocitos, fueron separados por
centrifugacion a 400 rpm durante 2 min y lavados cuatro veces con medio E de
Williams con el objetivo de remover las células no parenquimatosas. Los hepatocitos
viables, aislados mediante centrifugacion con Percoll (solucién 1:1, v:v, suspension
celular / Percoll 90%), fueron cuantificados mediante el método de exclusién por
captacion de azul de tripan, con la ayuda de un hemocitometro. Finalmente 250,000
hepatocitos fueron sembrados en placas de 12 pozos, la cual es la densidad 6ptima
para evitar la saturacién y por consiguiente la formacion de agregados de hepatocitos
gue no se adhieren correctamente al sustrato.

4.4. Cultivo y mantenimiento de hepatocitos

Los hepatocitos frescos, recientemente aislados, se resuspendieron en medio de
adhesion (DMEM-F12 suplementado con GlutaMAX, piruvato de sodio 1 mM, HEPES
10 mM, anfotericina B 0,5 pg / ml, selenito de insulina-transferrina-sodio y suero
bovino fetal (FBS) al 10% mas antibiéticos) y se sembraron a una densidad de 2.5 x
10° células y se dejaron adherir durante 2-4 h en cubreobjetos redondos de 20 mm
con hidrogeles de poliacrilamida de 1 kPa y 20 kPa adheridos a la superficie. Una vez
transcurrido el tiempo de adhesion, (aprox. 3 h) los hepatocitos se mantuvieron en
medio feeding (medio de adhesién sin FBS) en condiciones de cultivo estandar de
CO2 al 5% y temperatura de 37°C. Las imagenes de microscopia de contraste de
interferencia diferencial (DIC) fueron capturadas por el microscopio Nikon Eclipse Ti-
S.

4.5 Descelularizacion del higado y digestion por pepsina y colagenasa.

Las fracciones digeridas de matriz extracelular, utilizadas en este proyecto, se
obtuvieron de ratas Wistar jovenes con un peso ~250 g. Las ratas anestesiadas con
pentobarbital se sometieron a una laparotomia ventral. Para disminuir la coagulacion
sanguinea se inyectaron 0.2 ml de heparina 1000 U/ml en la vena cava inferior.
Posteriormente, se canul6 la vena porta y se hizo perfundir agua desionizada
previamente enfriada y desgasificada por sonicacion a 5 ml/min durante 30 min. Una
vez lavados los higados se perfundieron con solucion de descelularizacion
desgasificada (Triton-X 100 al 1%, NH4OH al 0,1%, (10 pg/ml) DNAsa | pancreética
bovina y (1 mM) MgCl2 y se hizo recircular durante 24 h a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, las matrices extracelulares descelularizadas (dMEC) se lavaron
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perfundiéndolas con agua desionizada durante al menos 4 h para asi asegurar la
eliminacion de restos de componentes celulares. Las matrices decelularizadas se
guardaron a -70°C. Posteriormente se liofilizaron de 12 a 24 h. Una vez liofilizadas las
dMEC, se pulverizaron con ayuda de NO:2 liquido. 10 mg de dMEC pulverizado se
digirieron con 1 mg/mL de pepsina gastrica bovina en una solucion 0.1 N HCI o con
0.5 mg/mL de colagenasa tipo IV en solucion HBSS (Ca** al 2.5 mM, (-) NaHCOs3 (-)
Rojo de fenol) en agitacion constante a 30 rpm a temperatura ambiente. Los péptidos
se recuperaron alas 2y 48 h después de la digestion, estos extractos se neutralizaron
con NaOH (10 N), con el objetivo de detener la actividad de la pepsina. Estas
muestras se centrifugaron a 13,300 rpm durante 10 min a 4°C. Se descarto la fraccion
insoluble y los sobrenadantes se almacenaron a —70°C antes de su uso.

4.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE), tincion e inmunoblot
de proteinas de MEC

La cuantificacion de las proteinas se realizo utilizando el kit de cuantificacion de
proteinas de BIO-RAD, el cual es una variante del método de Lowry. Primero se
realizO una curva patron a base de albumina de suero bovino (BSA) con las
concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 1 y 1.5 mg/mL. Para la elaboracion de la curva se
afiadieron los reactivos del kit en el siguiente orden: 25 pL de la solucién A, 5 pL la
disolucién de BSA y por ultimo se afiadi6 200 pL de la solucion B. Una vez
homogenizada la mezcla se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente y se midio
la absorbancia a 750 nm. La cuantificacion de los extractos de dMEC se realizo de la
misma manera. Para la electroforesis de geles de poliacrilamida al 8-15%, se
cargaron 20 ug de colagena tipo |, Matrigel® y combinaciones de colagena/Matrigel
® y extractos de dMEC.

Para la tincidn con plata, los geles de poliacrilamida se incubaron en una solucion
de fijacion (50% de metanol, 12% de acido acético glacial y 0,5% de formaldehido)
durante 1.5 h y se realizaron 2 lavados con agua desionizada. Una vez que las
proteinas se fijaron, los geles de poliacrilamida se lavaron 3 veces en una solucion de
metanol al 50% durante 10 min y se enjuagaron con agua destilada. Posteriormente,
se realiz6 una reaccion de oxidacion incubando con 0.004% de Na2S203 durante 35
s con dos lavados posteriores de agua desionizada durante 20 s. Mas adelante, se
llevd a cabo una reaccion de impregnacion utilizando una solucién que contenia 0.2%
de AgNOs y 0.75% de formaldehido durante 3 min. Finalmente se lavo 2 veces con
agua desionizada. El progreso de la reaccion se detuvo aproximadamente a los 10 s
con una solucion al 6% de Na2COs, 0.004% de Na>S203 méas 0.5% de formaldehido.
Después, los geles de poliacrilamida se lavaron 2 veces durante 10 s con agua
desionizada y se les colocé solucion de fijacion para detener por completo la reaccion.
Todas las reacciones se realizaron a temperatura ambiente y con agitacion constante.
Mientras que para la tincion de Coomassie Brilliant Blue R-250 los geles se incubaron
en una solucion de tincion previamente filtrada (0.25 g de Coomassie Brilliant Blue R-
250 en 90% de una solucidon 1:1 de metanol/agua y 10% de acido acético glacial)
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durante 1.5 horas. Transcurrido el tiempo se hacen 2 lavados con una solucion
destefiidora (90% de solucion 1:1 metanol agua y 10% de acido acético glacial), para
después dejar los geles en dicha solucion por periodos de 2 a 3 h realizando
recambios de la solucién hasta obtener un contraste adecuado entre las bandas de
proteinas y fondo (background) del gel. Todas las reacciones se realizaron a
temperatura ambiente y con agitacion constante.

La deteccién de colagena tipo | se hizo mediante la técnica de inmunoblot.
Brevemente, los extractos proteicos fueron resueltos por electroforesis en un gel de
poliacrilamida, para posteriormente ser transferido a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF). La membrana es incubada (bloqueo) durante 1 hora con leche
(baja en grasa) al 5% en TBS-Tween (Tris-HCI pH 7,4, NaCl 150 mM y Tween-20 al
0,1%). A continuacion, la membrana se incubd con el anticuerpo primario contra la
colagena tipo | en una dilucion de 1:2000 en agitacion durante toda la noche a 4°C.
Después de varios lavados, la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP) contra la cadena ligera de
inmunoglobulina G (IgG) de ratdon a una dilucion de 1:10,000 durante 1 h en
condiciones de bloqueo a temperatura ambiente. Para la deteccion de proteinas, se
utilizo el sustrato de quimioluminiscencia ECL, Merck Millipore, MA, USA.

4.7 Preparacion y conjugacién de hidrogeles

Para el depdsito de los hidrogeles en cubreobjetos (20 mm de diametro) es
necesario funcionalizarlos. Para ello, en cada cubreobjeto se colocaron 700 pl de
NaOH 1 M por 3 min, seguido de 700 mL de APTES (concentrado) también por 3 min.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min con agua desionizada y se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min con 700 pl de glutaraldehido al 5%.
Los cubreobjetos se lavaron 3 lavados de 10 min con agua desionizada y se secaron
para su posterior uso.

La preparacion de hidrogeles, asi como la medicién de sus propiedades elasticas
por microindentacion se realizaron de acuerdo con estudios previos hechos en
nuestro laboratorio [41,42,67]. Para la realizacion de hidrogeles se mezclaron
cantidades especificas de acrilamida al 40% y bis-acrilamida al 2% que fueron
depositadas en cubreobjetos previamente funcionalizados. Posteriormente, a la
mezcla se adicionaron persulfato de amonio al 10%, para la generacion de radicales
libres, asi como TEMED al 1 % para catalizar la reaccion de polimerizacion. La
reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente y tom¢ alrededor de 30 min. Después
de la polimerizacion, se afiadieron éster de acido acrilico-NHS 1.7 mg/ml) e Irgacure
2959 (11 mg/ml) a preparaciones tanto de colageno de rata tipo I, Matrigel®, péptidos
de dMEC, asi como de mezclas colageno/Matrigel® para ser conjugados con los
hidrogeles. El fotoiniciador Irgacure 2959 permite la formacion de radicales libres de
oxigeno en el agua una vez activado por la luz UV. Para ello, las mezclas son
expuestas a luz ultravioleta (longitud de onda de 365 nm con una densidad de
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potencia nominal de 3,3 mW / cm2) durante 3 minutos. Para cada una de las
condiciones de conjugacion utilizadas, la concentracion final fue de 0.1 mg/ml, como
en [68]. Finalmente, los hidrogeles conjugados con proteinas de matriz extracelular
fueron lavados con una solucion de fosfato salino de Dulbecco’'s Phosphate Buffered
Saline (DPBS 1X) en presencia de antibidticos.

4.8 Ensayo de TUNEL

El ensayo TUNEL (por sus siglas en inglés; Terminal dUTP Nick-End Labeling)
etiqueta las células apoptéticas modificando el ADN gendmico fragmentado utilizando
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) para la deteccién de células positivas
mediante tincidn especifica. Los hepatocitos se lavaron con DPBS 1x previamente
calentado e inmediatamente se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en DPBS
1x a 37°C durante 20 min. Una vez fijos, los hepatocitos se permeabilizaron con una
solucion preenfriada de etanol y acido acético (2:1) durante 5 min a -20°C.
Posteriormente los hepatocitos se lavaron 2 veces durante 5 min con DPBS 1x e
inmediatamente se afadieron 75 uL/5 cm? de buffer de equilibraciéon directamente
sobre la muestra durante 10 s. Este buffer se retird y se afiadieron 55 pL/5 cm?de la
enzima TdT, las muestras se incubaron en cdmara humeda a 37°C durante 1 h.
Transcurrido ese tiempo se coloco un buffer de arresto en las muestras durante 10
min a temperatura ambiente. Los nucleos se tifieron con DAPI (1:200) en DPBS 1x y
las muestras se montaron con Mowiol para su conservacion antes de la obtencion de
imagenes.

4.9 Obtencion de lisados totales e inmunoblot para la deteccién de ERK 1/2

Para la deteccion de ERK 1/2 y p-ERK 1/2, los hepatocitos cultivados en
hidrogeles de poliacrilamida se lavaron con DPBS 1x preenfriado y se lisaron con 0,5
ml de buffer RIPA (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, 0,5 % de desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS
y 1% de Nonidet) en combinacién con un céctel de inhibidores de fosfatasa y proteasa
(Complete™) en agitacion durante 2 h a 4 °C. Los lisados se centrifugaron a 13,300
rpm durante 10 min y se recolecté el sobrenadante. A continuacion, se realizo la
cuantificacion, separacion por electroforesis (carga: 50-75 ug) e inmunoblot como se
describe en el apartado 4.6. Para el inmunoblot se utilizaron los anticuerpos primarios
contra fosfo-p44/42 y ERK 1/2, y el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa
contra la cadena ligera de inmunoglobulina G (IgG) de conejo.

4.10 Deteccion de glucégeno

La presencia de glucogeno en las diferentes condiciones de cultivo de
hepatocitos se determiné por medio de la tincion de PAS (Periodic acid—Schiff, por
sus siglas en inglés) también conocida como tincion de Schiff. Hepatocitos frescos se
sembraron en placas de 12 pozos y se dejaron crecer durante uno y cinco dias;
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posteriormente, se fijaron a 37°C con paraformaldehido (PFA) al 4% por un tiempo
aproximado de 15 min. Posteriormente, los hepatocitos se lavaron con DPBS 1X 'y se
incubaron con solucién de acido peryodico al 1% en agua desionizada durante 5 min
para después tefiirlos con reactivo de Schiff durante 15 minutos. Los lavados y la
tincion de los hepatocitos se llevaron a cabo a temperatura ambiente, exceptuando la
fijacion con PFA.

4.11 Disefio de oligonucleétidos

Se realiz6 la busqueda y el alineamiento de las secuencias de nucle6tidos de los
transcritos de las especies humano, rata y raton de algunos genes de zonacion
hepatica de interés (Gys2, F7, Baat, etc.). Se usaron las plataformas NCBI gene y
Clustal Omega, respectivamente, con la finalidad de identificar regiones homélogas y
disefiar oligonucledtidos con la intencion de amplificar regiones de genes por medio
de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction). El manejo de las secuencias se hizo con la ayuda del
programa SnapGene Viewer.

4.12 Adquisicion y analisis de imagenes

La adquisicion de imagenes se realizd por microscopia de contraste de fases y
microscopia de fluorescencia haciendo uso del Microscopio invertido Eclipse Ti-S
Nikon y del Microscopio de fluorescencia Eclipse (Nikon) respectivamente. El andlisis
y procesamiento de imagenes se hizo con el software ImageJ. Todas las condiciones
evaluadas se hicieron por duplicado (2 experimentos independientes) y se tomaron
como minimo 10 imégenes para cada condicion. Para los andlisis cuantitativos de
area primero se seleccioné la imagen a analizar y en la barra de herramientas del
programa Image se selecciond la opcién Type y ahi en la opcién 16-bit. Para delimitar
el area celular y el area de agregados se utilizé la herramienta para delimitacion
manual (polygon selections), dibujando el contorno de células individuales y/o
agregados celulares con un area minima de 2000 um?. Una vez delimitada el area, se
selecciond en la barra de herramientas a través del comando Analyze en donde
aparece la opcion Measure, la cual arroja los valores correspondientes del area
seleccionada. Dichos resultados se guardan para su posterior analisis y
representacion gréafica. Para el dibujo del contorno de las células individuales o
agregados celulares se consider6 todo el campo de la fotografia. Para la
cuantificacion de células apoptéticas se seleccionaron las imagenes correspondientes
al reactivo de TUNEL y a los nucleos marcados con DAPI. Lo primero que se hizo fue
hacer una correccion de contraste de las imagenes con la ayuda de los comandos
Image y Adjust. Hecho esto, se seleccioné la opcion color dentro de la pestafia
Image para finalmente seleccionar el comando Merge channels. Finalmente,
haciendo uso de la funcion Multi-point, todas aquellas células que fueron positivas al
reactivo de TUNEL (verde), asi como también al DAPI (azul) nacleos color aqua
(Figura 11), fueron cuantificadas. Para este analisis se considerd todo el campo de
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la fotografia. Finalmente, para los estudios de proliferacion, la cuantificacion de los
nucleos (marcados con DAPI) se delimitd un area de 5.23x10° pm? de las fotografias
seleccionadas. Dicha cuantificacion se hizo con la ayuda de la herramienta Multi-
point.

4.13 Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente haciendo uso del analisis de varianza
(ANOVA) unifactorial y pruebas de comparacion de Tukey con el programa GraphPad
Prism 9. Para la significancia estadistica, p <0.05 se considero significativo.
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CAPITULO 5. RESULTADOS
5.1 Obtencion y caracterizacion de péptidos de MEC a partir de higado de rata

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar el efecto de proteinas de matriz
extracelular, incorporadas en hidrogeles de poliacrilamida, en la adhesion y
supervivencia de hepatocitos cultivados; por lo que lo primero que realizamos fue la
estandarizacion de la obtencion de proteinas de matriz extracelular a partir de higados
descelularizados. La descelularizacion de tejidos u érganos se ha explorado como
una estrategia interesante para la fabricacion de andamios funcionales para cultivos
in vitro. Estudios anteriores indican que métodos quimicos como el tratamiento con
acidos y bases y el uso de detergentes idnicos y no iénicos son los métodos por
excelencia para la eliminaciéon de componentes celulares de érganos completos,
siempre y cuando estén en concentraciones adecuadas que no comprometan la
integridad de la MEC [69,70]. La obtencién de la MEC de 6rganos es clave para la
fabricacion de andamios in vitro, ya que se ha comprobado que las proteinas que la
componen tienen la capacidad de imitar el microambiente de los tejidos nativos y por
lo tanto podrian promover la adhesion, el mantenimiento del fenotipo, la supervivencia
y la proliferacion de las células [71]. Para obtener proteinas de MEC hepética y
evaluar su impacto en cultivos de hepatocitos primarios in vitro primero se realiz6 la
descelularizacion de varios higados de rata como se describe en el apartado 4.5,
utilizando la siguiente solucion descelularizadora: Tritdn X-100 (detergente no idnico),
NH4OH, DNAsa y MgClz. Después de 24 h de perfusion, el higado es lavado hasta
tornarse translucido, indicativo de que ha quedado sin material celular (Figura 7A).

Una vez obtenida, la MEC hepatica es liofilizada y pulverizada para su posterior
digestion. Para ello empleamos la enzima pepsina, ya que la obtencion de péptidos
de MEC mediante el uso de proteasas ha demostrado ser un método eficaz. Un grupo
de investigacion especializado en cardiomiocitos demostr6 que los extractos de
péptidos provenientes de la MEC a tiempos cortos de digestion contienen
predominantemente derivados de proteinas poco reticuladas como las lamininas,
semejando proteinas de la membrana basal, mientras que los que se obtienen a
tiempos relativamente largos contienen predominantemente derivados de proteinas
fibrilares como la colagena tipo | [72]. Tomando como base este estudio, la MEC
hepéatica fue digerida a diferentes tiempos con el objetivo de observar el
enriquecimiento de péptidos de matriz. Cabe sefialar que los precursores de la
colagena tipo | son proteinas compuestas por 3 cadenas polipeptidicas, llamadas
cadenas a (dos cadenas a1y una cadena a2) enrolladas juntas formando una triple
hélice. Los intervalos de peso molecular de estas cadenas de procolagena son de
~140-200 kDa, mientras que el peso molecular de la colagena tipo | heterotrimérica
es de ~250 kDa [73]. Para detectar e identificar, por medio de tincion de plata, la
presencia de péptidos de matriz extracelular, las muestras fueron separadas
previamente por electroforesis en geles de poliacrilamida (véase la seccidon 4.6). En
los péptidos obtenidos por digestion con pepsina se observo un evidente
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enriquecimiento diferencial, sobre todo a tiempos de digestion mas largos (Figura
7B). Presumiblemente, las bandas correspondientes a los pesos en 140-200 kDa
corresponden a las cadenas de procolagena.

\ \
. . Higado descelularizado
Lavado " Perfusion
con solucién
descelularizadora
Liofilizacion Pulverizacién con N, (1) Digestién con pepsina

1h 2h 4h 6h 24h56h ColA1

25
Electroforesis Tincién con plata

Figura 7. Metodologia para la obtencién y caracterizacidon de proteinas de matriz extracelular a
partir de higados descelularizados. (A) Procedimiento general para la descelularizacion del higado.
El higado se perfunde a través de la vena porta con agua desionizada y posteriormente con la solucion
descelularizadora. Transcurridas 24 h, el higado es lavado para eliminar cualquier exceso de la
solucién descelularizadora y se guarda a -70°C para su posterior liofilizacion. Una vez liofilizado el
higado se pulveriza con ayuda de N2 liquido para que la digestién con pepsina se lleve a cabo de
manera homogénea. (B) Imagen representativa de la separacién de péptidos de MEC por
electroforesis SDS-PAGE y de la tincion del gel mediante la técnica de tincién de plata. La imagen
muestra los péptidos obtenidos por digestion con pepsina a diferentes tiempos comparados con
colagena tipo | (Gltimo carril derecho).
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5.2 La colagena tipo | promueve la adhesion celular y agregacion de hepatocitos de
rata a sustratos suaves de poliacrilamida. Sustratos rigidos incrementan el area
celular de los hepatocitos primarios cultivados.

Para generar el microambiente biomimético adecuado en cultivos in vitro de
hepatocitos primarios es importante considerar las propiedades bioquimicas y
mecanicas a las que responden las células en el érgano intacto, ya que estas modulan
funciones esenciales de las células como la adhesion, la diferenciacion, el
crecimiento, la supervivencia, la motilidad y la contractilidad [38,74]. Otro objetivo de
mi tesis fue evaluar la respuesta de los hepatocitos a las propiedades mecéanicas
utilizando hidrogeles de poliacrilamida, los cuales han demostrado ser un excelente
andamio celular debido a su capacidad de imitar elementos cruciales de la MEC
nativa, ademas de ofrecer la ventaja de poder modular de manera reproducible su
rigidez [75]. Diversos estudios reportan que la rigidez de un higado sano se sitla entre
un intervalo de 150-1000 Pa y que la rigidez de un higado fibrético es regularmente
mayor a 1 kPa [37]. En este estudio, fabricamos hidrogeles de 1 y 20 kPa, con la
finalidad de representar, por un lado, la rigidez de un higado sano y de otro en
condiciones patoldgicas. Los hidrogeles fabricados se entrecruzaron con colagena
tipo | (proteina que ha demostrado promover la adhesion celular de cultivos de
hepatocitos primarios) y evaluamos el impacto de la rigidez en funciéon de la
morfologia de los hepatocitos. En cultivo en monocapa, los hepatocitos primarios
generalmente presentan una morfologia que se caracteriza por células cuboidales
con nucleos ligeramente visibles. Este fenotipo principalmente es observado en
periodos de cultivo cortos (basicamente un dia) y refleja mas fielmente a un hepatocito
en un organo intacto ya que después pasado este tiempo los hepatocitos comienzan
a desdiferenciarse y las pruebas toxi-farmacolégicas que se hagan en ellos ya no
reflejan de manera fidedigna a aquellas funciones que se encontraria en un higado
intacto, de ahi la importancia de encontrar estrategias que puedan prolongar un
fenotipo diferenciado de los hepatocitos [37,76]. Nuestros resultados (Figura 8A)
demostraron que los hepatocitos cultivados sobre hidrogeles de poliacrilamida suaves
y rigidos mostraron forma redondeada con nucleos visibles a las 24 h de cultivo, y
muy importantemente esta morfologia se conservdé a las 72 h de cultivo en
condiciones suaves, ademas de que los hepatocitos comenzaron a formar agregados
celulares. De manera opuesta, en condiciones rigidas, los hepatocitos no conservaron
su morfologia después de 72 h de cultivo, en cambio se mostraron menos
redondeados y mas alargados (Figura 8A panel inferior izquierdo). ElI cambio en la
morfologia y por consiguiente en el area celular se confirmé mediante el analisis
cuantitativo. En condiciones suaves (1 kPa), el area celular de los hepatocitos, un
poco mas pequefia, se mantuvo hasta las 72 h de cultivo, mientras que en condiciones
rigidas (20 kPa) el area celular de los hepatocitos, respecto a las otras condiciones,
aumentd de manera significativa (~1.6 veces) a periodos mas largos de cultivo (72 h)
(Figura 8B).
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Figura 8. Efecto de larigidez del sustrato en el area celular de hepatocitos cultivados. Sustratos
suaves favorecen la preservacion del fenotipo hepético a periodos largos de tiempo. (A)
Imagenes representativas de hepatocitos cultivados sobre hidrogeles de poliacrilamida de 1 y 20 kPa
entrecruzados con colagena tipo | a las 24 y 72 h de cultivo. (B) Andlisis cuantitativo del area celular
de los hepatocitos primarios cultivados en las condiciones ya mencionadas. Los datos son
representados como la media * la desviacién estandar (SD) de 2 experimentos independientes. Los
asteriscos indican significancia para P < 0.05. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
invertido Eclipse Ti-S utilizando un objetivo de 20X. Barra de escala 50 ym.

Como se mencion6 anteriormente, las células respondieron a las propiedades
bioquimicas y mecanicas de su microambiente, por lo que para evaluar en conjunto
dichas propiedades consideramos la composicion de la MEC hepatica. Recordemos
gue la MEC hepética se compone de proteinas asociadas a la MB (laminina, elastina,
colagena tipo 1V, etc.) y de proteinas fibrilares (colagenas tipo | y tipo Ill), que en
conjunto permiten la sefalizacién celular, de modo que estas proteinas estan
involucradas en la adhesién, la diferenciacion, el crecimiento y la supervivencia de los
hepatocitos [47,77,78]. Estudios previos reportan que el uso de las proteinas
individuales no promueve el mantenimiento del fenotipo de los hepatocitos ya que las
funciones varian de acuerdo con la proteina utilizada [77]. Anterior a este trabajo de
tesis, la estudiante Sagrario Avin Hernandez estudi6 la incorporacion, individual y en
combinacion, de proteinas asociadas a la MB (laminina y colagena tipo IV) en
hidrogeles de poliacrilamida suaves, sin embargo, en ninguna de estas condiciones
los hepatocitos se adhirieron correctamente, siendo la condicion con colagena tipo 1V
la menos eficiente (datos no mostrados). Ante este problema propusimos la
incorporacion del conjunto de proteinas a hidrogeles de poliacrilamida mediante dos
métodos: 1) La incorporacion de combinaciones de colagena tipo | y Matrigel®
(combinacién de proteinas de MB: 60% laminina, 30% colagena tipo IV y 8%
entactina) al cual nos referiremos como MB, y 2) La incorporaciéon de extractos de
péptidos a partir de 6rganos descelularizados (dMEC).
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Para determinar las proporciones idoneas de proteinas de MEC establecimos las
siguientes combinaciones de colagena/MB: 100% colagena, 75% colagena con 25%
MB, 50% colagena con 50% MB y 100% MB. Mediante tincion con plata e inmunoblot
confirmamos las cantidades crecientes de colagena tipo | (Figura 9A). La MB no
mostré presencia de colagena tipo | (Figura 9A, ultimo carril) lo que nos permitio
evaluar de manera individual el efecto que pudiera tener la colagena tipo | y la
combinacion de ésta con proteinas de MB. Una vez hecho esto, se fabricaron
hidrogeles de poliacrilamida de 1y 20 kPa y se entrecruzaron con las combinaciones
establecidas para el cultivo de hepatocitos primarios. Los hepatocitos se adhirieron
correctamente en todas las condiciones evaluadas a las 24 h de cultivo (Figura 9B).
Sin embargo, en hidrogeles suaves entrecruzados solo con proteinas de MB se
observaron cuerpos apoptéticos (cabeza de flechas amarillas), resultando en una
disminucion en el niumero de células a las 72 h de cultivo. Adicionalmente, en
condiciones suaves y en presencia de colagena tipo | (100, 75/25, 50/50), los
hepatocitos se organizaron en agregados celulares elongados, similares a cordones
hepéticos. No obstante, dicha organizacion fue mayor en la condicion de 100% de
colagena (Figura 9B).

De manera contraria, los hepatocitos cultivados en hidrogeles rigidos
entrecruzados con todas las combinaciones de colagena/MB se organizaron
principalmente en agregados. Adicionalmente, a las 72 h de cultivo los hepatocitos
primarios cambiaron su morfologia, es decir se transformaron a un tipo mesenquimal,
y su area celular se vio significativamente aumentada (Figura 9B). Por otro lado,
hepatocitos individuales fueron mas abundantes en hidrogeles blandos conjugados
con proteinas asociadas a la MB.
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Figura 9. La colagena tipo | en hidrogeles de poliacrilamida promueve la adhesion y viabilidad
de los hepatocitos primarios. (A) Caracterizacion de colagena tipo | y proteinas de matriz asociadas
a la membrana basal a distintas combinaciones, a través de tincién con plata e inmunoblot. Las
diferentes combinaciones de proteinas fueron separadas por electroforesis utilizando geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). LE, membranas de baja exposicién; OE, membrana sobreexpuesta. (B)
Hepatocitos primarios cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de 1 kPa y 20 kPa conjugados con
combinaciones de colagena tipo | y proteinas de MB a las 24 y 72 h de cultivo. Las imagenes fueron
tomadas con un objetivo de 20X utilizando el microscopio invertido Eclipse Ti-S. Barra de escala: 500
pm. Las cabezas de flechas amarillas sefalan la presencia de cuerpos apoptoéticos.

A continuacién, quisimos explorar el papel de péptidos provenientes de proteinas
de matriz extracelular a partir de higados descelularizados conforme a lo
anteriormente estudiado en el apartado 5.1. Para ello, digerimos las dMECs durante
un periodo corto de 2 h y durante un periodo prolongado de 48 h con el objetivo de
evaluar el enriquecimiento proteico de los extractos obtenidos. A través de la tincion
con azul de Coomassie y la tincion con plata evaluamos el enriquecimiento de
péptidos de dichas condiciones, observando un enriquecimiento diferencial respecto
al tiempo de digestion (Figura 10A) como el ya reportado anteriormente en el
apartado 5.1 (Figura 7C). Hecho esto, de manera similar al experimento anterior,
fabricamos hidrogeles de poliacrilamida de 1 y 20 kPa que se entrecruzaron con los
extractos obtenidos a las 2 y 48 h de digestién. Los hepatocitos se mostraron
correctamente adheridos en ambas condiciones a las 24 h de cultivo. Los hepatocitos
cultivados en hidrogeles suaves entrecruzados con extractos de dMEC a 2 h de
digestion mostraron similitudes a los cultivados en hidrogeles entrecruzados con MB,
es decir no formaron agregados celulares tipo cordones hepaticos ademas de mostrar
la presencia de cuerpos apoptoticos (cabeza de flechas amarillas, Figuras 10B y
10C) a las 24 h de cultivo, lo que como consecuencia llevé a una disminucion en el
namero de células (Figura 10B). En contraste, los hepatocitos cultivados en

38

edy |

ed) 0z



hidrogeles suaves entrecruzados con dMEC 48 h mostraron similitudes con los
cultivados en los hidrogeles con presencia de colagena tipo | (100, 75/25 y 50/50), los
cuales de igual manera comenzaron a formar agregados celulares a las 72 h de cultivo
(Figura 10B).

De manera analoga al resultado a diferentes combinaciones de colagena tipo
I/IMB (véase Figura 9B), los hepatocitos -cultivados en hidrogeles rigidos
entrecruzados con los extractos de dMEC obtenidos a 2 y 48 h de digestion con
pepsina cambiaron su morfologia y area celular a las 72 h de cultivo, indicando que
habian sufrido una transformacion tipo epitelio-mesénquima mencionada
ampliamente en la literatura [79] (paneles inferiores Figura 10B).

dMEC2h + — + — + —
dMEC48h —+ — + -+
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E2
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Coomassie con plata

dMEC 48h dMEC 2h MB

dMEC 2h MB

72 horas 24 horas

Figura 10. Los extractos de dMEC después de 48 h de digestién conjugados en hidrogeles de
PAA promueven la adhesién y viabilidad en comparacion con los extractos de dMEC de 2 h. (A)
Caracterizacion de extractos dMEC a través de tincion con azul de Coomassie y tincién con plata de
geles de poliacrilamida. Los extractos de dMEC a 2 y 48 h de digestion fueron separados por
electroforesis utilizando geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). (B) Hepatocitos primarios cultivados en
hidrogeles de PAA de 1 kPa y 20 kPa conjugados con colagena tipo I, dAMEC 48 h, AMEC 2 hy MB a
las 24 y 72 h de cultivo. (C) Acercamiento de células apoptdticas a las 24 h de cultivo. Las imagenes
se obtuvieron a partir de un objetivo de 20X, utilizando el microscopio invertido Eclipse Ti-S. Barra de
escala: 500 um. Las cabezas de flechas amarillas sefialan la presencia de cuerpos apoptéticos.

39

edy |

ed) 02




5.3 La colagena tipo | promueve la sobrevivencia de hepatocitos primarios cultivados
en hidrogeles de poliacrilamida suaves. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue
capaz de rescatar la viabilidad en hepatocitos cultivados en sustratos con extractos
de dMEC de 2 h.

Una vez demostrado que los hepatocitos primarios cultivados sobre hidrogeles
de poliacrilamida suaves conservan su morfologia, y que las proteinas de la MEC al
parecer tienen un impacto importante en la sobrevivencia. Nuestro siguiente paso fue
evaluar la sobrevivencia de los hepatocitos, especificamente en condiciones donde
se observo la presencia de cuerpos apoptoticos, MBy dMEC 2 h (Figuras 9B y 10B).
Sabemos que en la apoptosis las células presentan caracteristicas morfologicas y
bioquimicas particulares como la condensacion de cromatina, el encogimiento celular,
la formacién de cuerpos apoptoticos (fragmentos celulares unidos a la membrana) y
la mas destacada, la fragmentacién del ADN por la actividad de endonucleasas,
produciendo fragmentos de ADN oligonucleosémico bicatenario [80,81]. De acuerdo
con esta Ultima caracteristica, determinamos células que estan en proceso de
apoptosis mediante el ensayo TUNEL, cuyo fundamento se basa en la capacidad de
la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal que incorpora 2'-desoxiuridina 5'-
trifosfato (dUTP) marcado en extremos 3'-hidroxilo libres generados por la
fragmentacion del DNA gendémico [82]. Por otro lado, es bien sabido que la
incorporacion de hormonas o factores de crecimiento en las formulaciones de los
medios de cultivo para hepatocitos primarios favorecen la supervivencia y
homeostasis de las células. Con base en el conocimiento de que los factores de
crecimiento protegen a las células de la apoptosis [83,84], afiadimos al medio de
cultivo el factor de crecimiento epidérmico (EGF) a una concentracion final de 20
ng/mL para determinar su efecto en la sobrevivencia de los hepatocitos primarios.
Especificamente, cultivamos hepatocitos primarios sobre hidrogeles de poliacrilamida
suaves entrecruzados con colagena tipo | (control), extractos de dMEC 2 h y con
proteinas de la MB en ausencia y presencia de EGF. Como esperabamos, nuestros
resultados demostraron que en ausencia de EGF y en hidrogeles entrecruzados con
dMEC 2 h y MB, el niimero de hepatocitos positivos a la reaccion de TUNEL fue mayor
respecto al control (Figura 11A y B). Tras el estimulo de EGF, se noté una
disminucion significativa en el ndmero de células positivas a TUNEL en las
condiciones con dMEC 2 h, pero de manera sorpresiva, no en condiciones con MB
como se muestra en la grafica de la Figura 11B. Cabe sefialar que
independientemente de la naturaleza de la MEC conjugada o la presencia del
estimulo de EGF hubo un nimero basal de hepatocitos positivos a TUNEL cuando
fueron cultivados en hidrogeles suaves. Un caso particular es el de los hepatocitos
cultivados sobre colagena tipo |. Aparentemente estos hepatocitos sobrevivieron de
mejor manera (pocas células positivas al ensayo de TUNEL), inclusive en ausencia
del factor de crecimiento epidérmico. La activacion (por fosforilacion) de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos, ERK 1 y ERK 2, se ha asociado con funciones
antiapoptoticas al controlar la sobrevivencia celular, mediante la regulacion positiva o
negativa de proteinas antiapoptoticas o proapoptoticas, respectivamente, todo esto a
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través mecanismos transcripcionales y postraduccionales [85-87]. Como se
mencionaba en la seccién de Antecedentes, en los hepatocitos se ha visto que la
rigidez del sustrato regula la activacion de estas proteinas, por lo que evaluamos si la
rigidez del sustrato, asi como la colagena tipo | participan en dicha activacion.
Nuestros resultados demostraron que a medida que aumentd la concentracion de
colagena tipo | aumentd la fosforilacién de las cinasas ERK 1/2 en hidrogeles de
poliacrilamida suaves a las 24 h de cultivo, asi como también al aumentar la rigidez
de sustrato (20 kPa) (Figura 11C).
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Figura 11. El factor EGF es capaz de rescatar la viabilidad de hepatocitos en sustratos suaves
con extractos de dMEC 2 h, pero no en hepatocitos cultivados sobre sustratos suaves con
proteinas asociadas a la MB. (A) Imagenes representativas de hepatocitos positivos a TUNEL
cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de 1 kPa entrecruzados con MB, dMEC 2 h y colagena tipo
| alas 72 h. Las imagenes se obtuvieron con el microscopio de fluorescencia Eclipse haciendo uso de
un objetivo de 40X. Barra de escala: 100 um. (B) Andlisis cuantitativo de hepatocitos primarios positivos
a TUNEL cultivados en las condiciones ya mencionadas. Los datos son representados como la media
+ la desviacion estandar (SD) de 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican significancia
para P < 0.05. (C) Inmunoblot de la activacion de cinasas ERK 1/2 en hidrogeles de 1 kPa.



5.4 El factor de crecimiento epidérmico promueve la agregacion de hepatocitos
cultivados en hidrogeles suaves y en presencia de colagena tipo |, pero no su
proliferacion.

Una vez obtenidos los resultados de supervivencia por efecto del EGF, lo
siguiente que quisimos investigar fue el efecto de este factor de crecimiento en la
proliferacion de hepatocitos cultivados en hidrogeles de poliacrilamida suaves
entrecruzados con fracciones de colagena tipo | (100, 75/25 y 50/50). Como se
menciond previamente, en el capitulo 1, los factores de crecimiento como el EGF son
capaces de estimular la sintesis de ADN en las células, favoreciendo la proliferacion
celular [83]. Sin embargo, contrario a esto, nuestros experimentos bajo el estimulo
con EGF no exhibieron un incremento en el nimero de hepatocitos en ninguna de las
condiciones establecidas como se muestra en las Figuras 12A y B. No obstante,
durante el desarrollo de estos experimentos notamos que la estimulacion con EGF
promovia la formacién de agregados celulares mas grandes (Figura 12A), por lo que
decidimos evaluar este efecto mediante un analisis cuantitativo del tamafo (area) de
estos agregados. Precisamente lo que observamos fue que el tamafio de los
agregados aumenté sobre todo en hepatocitos cultivados en hidrogeles suaves
entrecruzados con coldgena después de las 72 h de cultivo y en presencia de EGF.
Este mismo incremento también se observo a las 72 h en hepatocitos cultivados sobre
hidrogeles entrecruzados con fracciones de colagena tipo | (75/25 y 50/50). Por otro
lado, la estimulacion con EGF no promovio la formacién de agregados celulares de
los hepatocitos cultivados en hidrogeles entrecruzados con dMEC 48 h (Figura 12A

y C).
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Figura 12. El EGF promueve la formacion de agregados celulares de hepatocitos, pero no su
proliferacion. (A) Imagenes en campo claro y de fluorescencia representativas de los agregados
celulares y los ndcleos de los hepatocitos respectivamente en ausencia y presencia de EGF después
de 72 h de cultivo. Las imagenes se obtuvieron a partir de un objetivo de 20X y 10X utilizando el
microscopio invertido Eclipse Ti-S y el microscopio de fluorescencia Eclipse, respectivamente. Barra
de escala: 500 pm. (B) Cuantificacion del nimero de hepatocitos a partir de los niicleos marcados con
DAPI. Los datos son representados como la media * la desviacién estandar (SD) de 2 experimentos
independientes. Los asteriscos indican significancia para P < 0.05. (C) Andlisis cuantitativo del tamafio
de agregados formados por los hepatocitos primarios cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de 1
kPa conjugados con distintas combinaciones de colagena tipo | y MB y con extractos dMEC 48 h en
ausencia y presencia de EGF después de 72 h de cultivo. Los datos son representados como la media
+ la desviacidn estandar (SD) de 2 experimentos independientes. Los asteriscos indican significancia
para P < 0.05.
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5.5 Hepatocitos primarios sembrados en hidrogeles de PAA suaves y en presencia
de colagena tipo | mantienen la sintesis de glucégeno incluso en periodos largos de
cultivo.

Una vez establecido que la supervivencia y la formacion de agregados se
mantienen en condiciones con presencia de colagena, especialmente en aquellas con
fracciones altas de coladgena tipo | (100 y 75/25), lo siguiente que hicimos fue
determinar si en estas condiciones los hepatocitos son capaces de preservar algunas
de sus funciones metabdlicas mas representativas. Como ya se ha mencionado, el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en sangre es una de las funciones
mas destacadas del higado y esta se consigue a través la eliminacion rgpida de
glucosa que llega al higado a través de la vena porta después de la ingesta de
alimentos (glucdlisis) y mediante la produccién de glucosa cuando no existe una
fuente exdgena (glucogendlisis y gluconeogénesis) [88]. Para que el higado lleve a
cabo la glucogendlisis existen reservas de almacenamiento de polisacaridos
(glucbégeno) en los hepatocitos, las cuales se forman como respuesta fisiologica ante
el aumento de la concentracion de glucosa en sangre después de la ingesta de
alimentos [89]. El glucégeno en los hepatocitos se encuentra en forma de granulos
gue son sintetizados y degradados por enzimas especificas, glucogeno sintetasa y
glucogeno fosforilasa respectivamente. Para evaluar la presencia de estos depdsitos
de glucdgeno realizamos la tincidon de PAS, en la cual el acido peryédico oxida las
unidades dentro del polisacarido creando grupos aldehido que reaccionan con el
reactivo de Schiff (una mezcla de pararosanilina y metabisulfito de sodio) produciendo
un color magenta. Nuestros resultados mostraron una coloracion magenta intensa,
indicando una presencia alta de glucégeno en los hepatocitos cultivados en hidrogeles
de poliacrilamida suaves, en las dos condiciones evaluadas, a las 24 y 120 horas
posteriores del cultivo (Figura 13; recuadros paneles inferiores). En contraste, los
hepatocitos cultivados sobre placas de poliestireno con depdsito de colagena
(condicién control) mostraron una coloracibn magenta muy tenue (Figura 13;
recuadros paneles superiores).
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Hepatocitos no Hepatocitos no
tenidos Tinciéon PAS tenidos Tincién PAS

Colagena

24 horas 120 horas

Figura 13. Los hepatocitos primarios cultivados sobre hidrogeles de poliacrilamida de 1 kPa
conjugados con coldgena tipo | preservan sus depdsitos de glucdgeno después de 120 h de
cultivo. Tinciébn de PAS de hepatocitos cultivados sobre placas de poliestireno con depésito de
colagena y sobre hidrogeles de poliacrilamida suaves entrecruzados con 100% colagena y 75%
colagena con 25% MB a las 24 y 72 h de cultivo. La coloracién magenta intensa de los recuadros de
los paneles inferiores indica presencia alta de glucégeno. Las imagenes se obtuvieron a partir de un
objetivo de 40X utilizando el microscopio invertido Eclipse Ti-S.

Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo de tesis, mantener el fenotipo
y funcion de hepatocitos en cultivos celulares por periodos largos de tiempo es uno
de los objetivos principales de muchos laboratorios de investigacién incluido el
nuestro. Es bien sabido que los hepatocitos primarios cultivados en placas de
poliestireno recubiertas con MEC se transdiferencian en un fenotipo de tipo
mesenquimatoso después de aproximadamente 72 h de cultivo, perdiendo sus
funciones tipicas como secrecion de albumina, almacenamiento de glucégeno,
sintesis de urea, entre otras. En ese sentido, ademas de evaluar la acumulacion de
depdsitos de glucogeno (figura 13), nuestro laboratorio ha explorado la preservacion
de la secrecion de albumina en diferentes condiciones de cultivo. Nuestros resultados
indican que hepatocitos primarios cultivados en hidrogeles suaves de poliacrilamida,
a diferencia del almacenamiento de glucégeno, pierden la expresion de albumina a
los 5 dias de cultivo aun cuando los hepatocitos no muestran cambios en su arreglo
del citoesqueleto de actina (datos no mostrados), sugiriendo que la pérdida de la
expresion de albumina es regulada por otras sefiales mas alla de la pérdida de la
polaridad mediada por la rigidez del sustrato [41].
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5.6 Disefo de oligonucleétidos para posteriormente determinar la expresiéon de genes,
de identidad y funcion hepética, en cultivo primario de hepatocitos.

Hasta aqui nuestros resultados demuestran que la colagena fibrilar tipo | participa
en la supervivencia y agregacion de hepatocitos primarios cultivados en hidrogeles
blandos. Ahora bien, para conocer qué marcadores hepaticos estan expresados en
estas condiciones de cultivo decidimos explorar la expresion de genes de identidad y
funcién hepatica por medio de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa reversa (RT-PCR). Como se abord6 en el capitulo 1, un gran
namero de genes funcionales se encuentran zonados, es decir su expresion es
preferencial de acuerdo el ambiente que rodea a los hepatocitos (ver Figura 3), entre
los genes funcionales que pretendemos evaluar estan genes preferenciales de la
region periportal (zona 1) como la glucogeno sintasa 2 (Gys2), la Acetil-CoA
Acetiltransferasa 1 (ACAT1) y la arginasa 1 (ARG1); genes preferenciales de la zona
media (zona 2) como la coenzima A del acido biliar: aminoacido N-aciltransferasa
(Baat); y genes preferenciales de la region pericentral (zona 3) como la glutamina
sintetasa (GLUL) y la carboxilesterasa 1E (CES1E) [90]. Como gen de identidad
exploramos la expresion del factor nuclear hepético 4 alfa (HNF4a) y como control de
carga pensabamos utilizar al gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) (Ver Apéndice 2). Lamentablemente, por las condiciones de la pandemia
por el virus SARS-Cov-2 ya no me fue posible evaluar la expresion de estos genes
bajo las condiciones de cultivo estudiadas en mi trabajo de tesis. No obstante, muestro
el disefio de estos oligonucleétidos que se utilizaran en experimentos futuros en el
laboratorio (Ver Apéndice 2).
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CAPITULO 6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Obtencion y caracterizacion de péptidos de matriz extracelular a partir de higado
descelularizado de rata

La obtenciéon de la MEC como un andamio funcional para la regeneracion de
organos, asi como para la obtencion de péptidos para modelos in vitro, se ha
convertido en una estrategia de gran relevancia para la ingenieria de tejidos. Como
consecuencia, se han estudiado diversos meétodos para conseguir una
descelularizacién que permita conservar la integridad de las proteinas de la MEC del
organo. Existen diversos métodos que han demostrado tener una alta eficacia de
descelularizacion, siendo los mas destacados los métodos quimicos y enzimaticos
[69]. En afos recientes, un grupo de investigacion especializado en la
descelularizacion de higados porcinos demostro que el detergente idnico SDS al 1%
permitia la eliminacién casi completa de los componentes celulares. Adicionalmente,
este mismo grupo determiné que el uso del detergente no idnico triton X-100 al 1%,
después de la perfusion con SDS, era ideal para obtener una descelularizacién éptima
ya que elimina cualquier residuo de SDS [70,91]. No obstante, la perfusion con SDS
debe trabajarse cuidadosamente, ya que este tipo de detergente es capaz de
provocar dafios importantes a la MEC. Para mejorar el rendimiento de obtencién de
péptidos de matriz extracelular y evitar dafios significativos a la matriz extracelular por
el detergente SDS optamos por utilizar una combinacion de varios métodos de
descelularizacion que incluyen métodos quimicos (perfusion con Tritbn X-100 y
NH4OH) y métodos enzimaticos (DNAsa). Se sabe que el tritdbn X-100 rompe las
interacciones lipido-lipido, lipido-proteina y en menor grado las interacciones
proteina-proteina, por lo que la descelularizacion con este detergente propicia que las
proteinas de la MEC no pierdan su conformacion funcional [69,92]. No obstante, el
Tritdbn X-100 no es capaz de eliminar por si solo todo el material celular por lo que es
necesario utilizar simultaneamente el tratamiento con NH4OH, el cual solubiliza
componentes citoplasmaticos alterando la membrana plasmatica de las células y las
membranas de los organelos que las componen [69,92]. Adicionalmente, para una
mayor eficiencia de descelularizacion también se utilizé la enzima DNAsa en
presencia de MgClz con el objetivo de fragmentar el DNA bicatenario. La combinacion
de dichos métodos nos permitié obtener un érgano trasltcido (sin material celular)
Figura 7A.

Tal como se menciond en la seccion de resultados, utilizamos el método de
digestion con pepsina para la obtencion de péptidos de matriz extracelular a partir de
higados descelularizados (AMEC). La pepsina, es una endopeptidasa que precisa de
dos residuos de acido aspartico para su actividad catalitica, por lo que pertenece al
grupo de las aspartil peptidasas [93]. Esta enzima exhibe escision preferencial para
residuos hidréfobos, preferiblemente aromaticos (Phe, Trp) a un pH<3.0, y se ha
documentado como una excelente alternativa para la digestion de proteinas debido a
su reproducibilidad y facilidad de inhibir su actividad catalitica al neutralizar el pH. Al
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inicio de este trabajo comenzamos a realizar pruebas con colagenasa, para la
digestion de péptidos de MEC, que, a diferencia de la pepsina, es una
metalopeptidasa, que precisa de cationes de metal divalente para llevar a cabo su
actividad catalitica, especificamente de Zn?* y Ca?* [94]. Esta enzima se obtiene a
partir de la bacteria Clostridium histolyticum y se distingue por su capacidad para
digerir colagenos nativos de triple hélice de tipos I, 1l y Il al escindir en la secuencia
repetida de colageno Gly-X-Y [36]. No obstante, mediante esta técnica, no se
obtuvieron resultados concluyentes en cuanto al enriquecimiento de péptidos (datos
no mostrados), por lo que requiere mayor estandarizacién para futuros trabajos de
investigacion. En contraste, la digestién con pepsina mostré diferencias en cuanto a
un enriquecimiento de péptidos, reticulares vy fibrilares de la dMEC a los distintos
tiempos establecidos (véase resultados de la Figura 7B, comparados con el ultimo
carril de el control de colagena). Esto lo asociamos a que la actividad enzimatica de
la pepsina no se limita Gnicamente a proteinas fibrilares.

Algo que es muy importante destacar es que es la primera vez que se utilizan
péptidos de MEC de higado descelularizado extraidos a diferentes tiempos de
digestién para su incorporacion a hidrogeles de rigidez variable en cultivos de
hepatocitos primarios, basado en la evidencia del grupo de investigacion
especializado en cardiomiocitos de la Dra. Lauren D. Black, en donde encontraron
gue el enriquecimiento de péptidos es diferencial de acuerdo con el tiempo de
digestion de la MEC. Dicho grupo de investigacion demostré que a las primeras horas
de digestion (tiempo corto de 3 h) se digieren principalmente proteinas poco
reticuladas, mientras que en tiempos prolongados de digestion (tiempo intermedio de
12 h; tiempo largo de 48 h) hay mayor enriquecimiento de proteinas fibrilares, siendo
la colagena tipo | la mas evidente [72]. De acuerdo con este estudio y a la confirmacion
del enriquecimiento diferencial obtenido mediante tincion con plata (Figura 7B)
propusimos el uso de péptidos de MEC digeridos durante 2 y 48 h para ser
incorporados en hidrogeles de poliacrilamida de rigidez variable.

6.2 La colagena tipo | promueve la adhesion celular y agregacion, de hepatocitos de
rata, a sustratos suaves de poliacrilamida. Sustratos rigidos incrementan el area
celular de hepatocitos primarios cultivados.

En afos recientes se ha reconocido que ademas de las propiedades bioquimicas,
las propiedades mecanicas de los tejidos biologicos son fundamentales para las
distintas respuestas celulares [37,95]. La MEC es una estructura dinamica que
proporciona un andamio de apoyo que regula activamente las funciones biologicas de
las células a través de su composicion proteica [78]. De modo que el enriquecimiento
diferencial de proteinas de la MEC regula la rigidez del érgano y por consiguiente la
funcidn de las células que lo integran. Durante la fibrosis hepatica se producen una
gran cantidad de componentes de MEC, entre los que destacan las proteinas fibrilares
colagena tipo | y tipo 111 [96,97]. Estas condiciones promueven la desdiferenciacion de
los hepatocitos al impulsar cambios en su citoesqueleto [98]. Nuestros resultados
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mostraron un aumento significativo en el &rea celular de los hepatocitos sembrados
sobre hidrogeles rigidos a las 72 h de cultivo (Figura 8). Experimentos in vitro han
reportado que una mayor tension citoesquelética se caracteriza por un aumento en el
area celular [37]. Se ha demostrado que este aumento en el area celular esta asociado
con la regulacion del aparato de actomiosina a través de la via Rho/ROCK, causando
la desdiferenciacion de los hepatocitos y por lo tanto la pérdida de su funcién, ya que
al inhibir esta via, ain en condiciones de alta rigidez, fue posible preservar la
expresion del marcador de identidad hepético, HNF4a [37]. Trabajos a futuro podrian
considerar inhibir esta via de sefalizacion en hidrogeles con rigidez desde 1 kPa o
menores y evaluar si el fenotipo y funcién de hepatocitos cultivados se mantiene en
periodos largos de tiempo.

Para promover la sefalizacion bioquimica de los hepatocitos, incorporamos
diversas proteinas de MEC a diferentes combinaciones sobre hidrogeles de
poliacrilamida. En estudios previos se han evaluado proteinas de matriz extracelular
de manera individual, sin embargo ninguna es capaz de preservar el mantenimiento
de todas o de la mayoria de las funciones atribuidas a los hepatocitos [77], asimismo
también se ha evaluado el Matrigel® con resultados favorables. Cabe destacar que
todos estos estudios se han realizado en condiciones rigidas, sin considerar el grado
de la rigidez y otras propiedades relevantes de la MEC. Por lo que se cree que tanto
la combinacion de varios tipos de proteinas de matriz extracelular como el uso de
sustratos capaces de imitar la MEC, como los hidrogeles, es la mejor estrategia para
preservar la funcién celular normal. Nuestros resultados mostraron que en todas las
combinaciones de colagena tipo | y péptidos de membrana basal, los hepatocitos
pudieron adherirse, siendo mas favorecida esta adhesion en la presencia de colagena
tipo | (Figura 9B). La adhesion de los hepatocitos a la MEC es muy importante para
la regulacion de diferentes procesos biol6gicos como la proliferacion, la diferenciacion
y la sobrevivencia celular; dichos procesos son llevados a cabo mediante receptores
de adhesion transmembranal, que unen a la MEC al citoesqueleto de actina,
permitiendo asi que las propiedades bioquimicas y mecanicas de la MEC influyan en
las cascadas de transduccion de sefiales [99,100]. Se sabe que la adhesion a la
colagena tipo | monomérica a diferencia de la fibrilar promueve la sobrevivencia y el
aumento de la funcion celular [101], es probable que por esto en los hidrogeles
entrecruzados con colagena no se presentaron cuerpos apoptoticos en comparacion
con los hepatocitos sembrados sobre péptidos de la membrana basal, MB (Figura
9B), lo que sugiere que la colagena regula de manera positiva la sobrevivencia de los
hepatocitos. Creemos que dicha regulacion estd mediada por los receptores del
dominio de discoidina (DDR), los cuales son receptores de tirosina quinasas (RTKS),
cuyos ligandos son las colagenas. Estos receptores a diferencia de otros RTKs se
caracterizan por experimentar autofosforilacion con una cinética muy lenta y sostenida
después de la union de su ligando [102]. No obstante, al igual que otros RTKSs,
controlan procesos celulares criticos, como es el caso de la sobrevivencia celular
[103,104].
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Otro punto importante a destacar es la formacion de agregados celulares en
sustratos suaves, que se asocia al mantenimiento de la polaridad de los hepatocitos
y por consiguiente a la conservacién de la funcién celular. Segun parece, nuestro
laboratorio es el primero en reportar el mantenimiento de la polaridad de los
hepatocitos cultivados en este tipo de sustratos poliméricos, en donde se observo que
el entrecruzamiento con colagena tipo | parece ser clave para la formacion de estos
agregados y asi formar estructuras similares a canaliculos. Creemos que la formacién
de dichas estructuras se debe al efecto inhibidor de la tension nuclear de los
hepatocitos primarios que parecen tener los sustratos suaves, demostrado por no
haber aumento en el area celular y por la ausencia de fibras de estrés a las 72 h de
cultivo.

En relacion con el estudio del grupo de la Dra. Lauren D. Black, donde se evalu6
y caracteriz6 a diferentes péptidos de matriz extracelular a diferentes tiempos de
digestion [72], encontramos que los hepatocitos cultivados en hidrogeles suaves
entrecruzados con los extractos de dMEC a 48 h de digestion con pepsina mostraron
similitudes de adhesion con los cultivados en colagena, confirmando un
enriquecimiento de proteinas fibrilares en dichos extractos. En caso contrario, los
hepatocitos cultivados en hidrogeles suaves entrecruzados con los extractos de
dMEC a 2 h de digestion con pepsina mostraron similitudes de adhesion y su
supervivencia se vio comprometida (formacion de cuerpos apoptoticos) como
aqguellos hepatocitos cultivados sobre péptidos de MB, sugiriendo un enriquecimiento
de proteinas asociadas a la MB en dichos extractos (Figura 10).

En conjunto estos resultados sugirieron que la presencia de colagenas fibrilares
en condiciones suaves es esencial para promover la adhesion, sobrevivencia y
formacion de agregados de hepatocitos primarios.

6.3 La colagena tipo | promueve la sobrevivencia de hepatocitos primarios cultivados
en hidrogeles de poliacrilamida suaves. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue
capaz de rescatar la viabilidad en hepatocitos cultivados en sustratos con extractos
de dMEC 2 h.

Nuestros resultados demostraron que la apoptosis (evaluada por el ensayo de
TUNEL) fue notablemente aumentada en aquellas condiciones donde estuvo ausente
la colagena tipo | (Figura 11). Como previamente se discutid en el apartado 6.2, las
células poseen receptores DDR, que unen colagena. La unién receptor ligando
provoca la autofosforilacion de los DDR de manera lenta y sostenida. Esto activa
varias vias de sefalizacion intracelulares, entre las que se encuentran aquellas que
median la sobrevivencia celular, PISK/AKT y ERK 1/2 [104,105]. Nuestros resultados
confirmaron la participacion de la colagena en la sobrevivencia a través de la
evaluacion de la cinasa ERK 1/2 (Figura 11C), en donde efectivamente las
concentraciones crecientes de colagena promovieron la fosforilacion de ERK 1/2, lo
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cual tiene una relacion directa con la rigidez del sustrato como se mencionaba en el
apartado 5.3 en la seccion de resultados.

Ante la poca sobrevivencia de los hepatocitos cultivados en hidrogeles suaves
con péptidos de MB y dMEC 2 h, quisimos evaluar si el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) era capaz de rescatar la viabilidad celular de los hepatocitos en
esas condiciones. Fue totalmente inesperado que el EGF sélo rescatdé a aquellos
hepatocitos cultivados sobre hidrogeles suaves entrecruzados con dMEC 2 h y no asi
también a los hepatocitos cultivados sobre péptidos de MB. Esto puede atribuirse a
que los péptidos de matriz extracelular obtenidos después de dos horas de digestion
con pepsina (AMEC 2 h) pudieran tener trazas de algun tipo de proteinas fibrilares
gue ayudaran a favorecer su sobrevivencia después del estimulo con EGF. Es
probable que la adicién de otros compuestos como el factor de crecimiento hepatico
(HGF, del inglés hepatic growth factor), el cual ha sido reportado ser clave en
procesos de regeneracion hepatica, asi como la activacion de sefales anti-
inflamatorias y anti-apoptéticas, favorezca el rescate de los hepatocitos cultivados
sobre péptidos de MB.

6.4 El factor de crecimiento epidérmico (EGF) promueve la agregacion de hepatocitos
cultivados en hidrogeles suaves y en presencia de colagena tipo I, pero no su
proliferacion

Se ha reportado que el factor de crecimiento epidérmico (EGF) interviene en la
regulacion de la proliferacion en cultivos de hepatocitos primarios. El EGF es un
agente mitégeno, proteina que induce la mitosis celular, secretado por las glandulas
de Brunner y que llega al higado por medio de la circulacion portal. Ante situaciones
de dafio hepético, dicho factor se excreta en grandes cantidades contribuyendo a la
regeneracién del higado [106]. Por dichas cualidades, el EGF es ampliamente
utilizado para promover la proliferacién en cultivos in vitro de hepatocitos primarios,
ya sea solo o en combinacion con otros factores que potencien su actividad. Con base
en la informacion anterior y contrario a lo que esperdbamos, no se observo un
aumento en la proliferacion celular de los hepatocitos bajo el solo estimulo con EGF,
en un periodo de 3 dias (Figura 12A y 12B). Esto podria asociarse al poco tiempo de
estimulacién con este factor de crecimiento, ya que en condiciones in vitro se ha
informado que el pico de sintesis de DNA de los hepatocitos en condiciones basales
se da aproximadamente a las 36 h.

La mayoria de los estudios para promover la proliferacion celular de hepatocitos
primarios en donde se utiliza el EGF lo hacen en combinacién con otros factores de
crecimiento como el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de
crecimiento transformante a (TGF-a). La eleccién de EGF, HGF y TGF-a es debido a
gue son potentes mitégenos de hepatocitos tanto in vitro como in vivo, ademas de
estar implicados en la regulacion de la regeneracion hepatica [107]. Se sabe que los
hepatocitos primarios aislados por perfusion con colagenasa se encuentran en fase
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G1 tardia y sOlo son capaces de progresar mas alla del punto de restriccién por la
estimulaciéon con factores de crecimiento, que son capaces de activar proteinas
cinasas dependientes de ciclina (CDKs) mediante la induccion de ciclina D [108,109].
Por lo que para lograr la adecuada proliferacion de hepatocitos in vitro en estudios
posteriores sera necesaria la estimulacion con diversos factores de crecimiento en
combinacion con otras moléculas asociadas a la desdiferenciacion y crecimiento
celular. En el Apéndice 1 de esta tesis muestro diferentes hormonas y factores de
crecimiento presentes en diversas formulaciones de medios de cultivo para el
mantenimiento de cultivo primario de hepatocitos; informacion valiosa que en futuras
investigaciones de nuestro laboratorio seré importante considerar.

No obstante, nuestros resultados mostraron que el EGF si promueve la formacion
de agregados celulares (Figura 12A y 12C), semejando a los cordones hepaticos
encontrados en condiciones fisiolégicas. Como se menciond en los antecedentes, la
disposicion normal de los hepatocitos es en forma de placas de una o dos células de
grosor a lo largo del sinusoide hepético, lo cual esta relacionado directamente con la
polaridad de los hepatocitos, que como ya se mencionaba regula la funcién hepatica.
Aunado a esto, se ha demostrado que en cultivos in vitro tridimensionales (3D) la
agregacion celular similar al tejido hepatico previene la desdiferenciacion de los
hepatocitos a través de la expresion regulada al alza de HNF4a y de la supresiéon de
la expresion de marcadores de tipo mesenquimal, como Vimentina y Snaill [110]. En
el caso de cultivos in vitro bidimensionales 2D como el que se presenta en esta tesis,
nuestro grupo de investigacion es el primero en reportar la formacién de cordones
hepaticos en sustratos suaves entrecruzados con proteinas de MEC ante la
estimulacién con EGF, los cuales suponemos que también se encuentran regulando
dichos procesos de expresion.

6.5 Hepatocitos primarios sembrados en hidrogeles de poliacrilamida suaves y en
presencia de colagena tipo | mantienen la sintesis de glucégeno incluso en periodos
largos de cultivo.

Como se mencioné en el capitulo de resultados, la deteccion de depoésitos de
glucégeno en los hepatocitos es una estrategia para evaluar si las células son
capaces de mantener la homeostasis de la glucosa a través de la sintesis de
glucégeno. El glucégeno es un polimero ramificado de residuos de glucosa que sirve
como un medio osmaoticamente neutro para almacenar glucosa en las células, y que
se puede descomponer para producir moléculas de glucosa cuando se necesita
energia [111]. La enzima responsable de la sintesis de glucogeno es la glucogeno
sintasa (GS), codificada por Gys2 en el higado, que cataliza la formacion de enlaces
a-1,4-glicosidicos con UDP-glucosa como donador de glucosilo [111].

Nuestros resultados mostraron que en los hepatocitos sembrados en hidrogeles
suaves y con entrecruzamiento de colagena tipo I, la tincion de los depdsitos de
glucégeno se intensificaba en comparacion con la tincién en condiciones rigidas con
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depésito de colagena. Esto indica que, en condiciones suaves, hidrogeles de
poliacrilamida de 1 kPa, hay mayor expresion del gen Gys2 que codifica para la GS 'y
en consecuencia mayor almacenamiento de glucégeno. Estos resultados también
sefialan una preservacion de la funcion celular normal de los hepatocitos. Sin
embargo, para complementar mejor estos hallazgos es necesario realizar un analisis
de la expresion del gen Gys2 mediante PCR a las condiciones de cultivo antes
mencionadas. Cabe sefalar que se ha reportado que la suplementacion del medio de
cultivo con factores como la oncostatina M (OSM) y dexametasona (DEX) mejoran el
almacenamiento de glucogeno [63] en cultivos de hepatocitos primarios (ver
Apéndice 1), por lo que valdria la pena evaluar la suplementacion del cultivo con
dichos compuestos para ver si se presentan diferencias en dicho almacenamiento de
glucdgeno u otra actividad propia de los hepatocitos como la activacion de citocromos
P450.

Cabe resaltar aqui, que aun cuando diversas funciones de los hepatocitos, como
el almacenamiento de glucégeno, se mantuvieron por periodos largos de tiempo (120
h) otras no fueron preservadas. Como se mencionaba al final de la seccion anterior la
polaridad de los hepatocitos (presencia de estructuras tipo canaliculo) fue preservada
durante 5 dias de cultivo en sustratos suaves; de igual manera, aunque en menor
proporcion el arreglo del citoesqueleto proximo a estas estructuras también fue
mantenido, mientras que la expresion de albumina, en este periodo de tiempo, no fue
preservada (datos no mostrados) sugiriendo que la pérdida de expresion de albumina
esta regulada por sefales adicionales a las que modulan su polaridad y arreglo del
citoesqueleto.

Diversos grupos de investigacion han demostrado la importancia que tienen el
citoesqueleto de actina y el aparato de actomiosina en la preservacion de la funcion
de hepatocitos cultivados, destacando el de Pinginxin Sun y colaboradores en 2019,
guienes demostraron que la tensibn mecanica juega un papel fundamental en la
desdiferenciacion de hepatocitos desencadenada por la activacion de YAP. Ellos
encontraron gue al disminuir la tensibn mecanica, al confinar el esparcimiento celular,
la desdiferenciacién de los hepatocitos era inhibida al igual que con el uso de un coctel
de compuestos quimicos (LBDXL: latrunculina B, blebistatina, dasatiniba, XAV939 y
LY294002) capaz de bloquear la dinAmica del citoesqueleto de actina y del aparato
de actomiosina [112], permitiendo asi la preservacion y funcién de hepatocitos
cultivados hasta por tres semanas. Sin embargo, este tipo de estrategias no han sido
probadas en el contexto de proteinas de matriz extracelular y rigidez de sustrato, por
lo que estas metodologias, combinadas con nuestros resultados, podrian ser
fundamentales para nuestro objetivo de crear un microambiente biomimético
adecuado para la preservacién del fenotipo y funciébn de hepatocitos primarios
cultivados por periodos largos de tiempo, ya que hasta este momento nuestro
resultados sefalan que se requiere aun mas la disminucion de la activacion de LA
FORMACION? DEI citoesqueleto de actina para prevenir la desdiferenciacion de los
hepatocitos.
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6.6 Disefio de oligonucledtidos para posteriormente determinar la expresion de genes,
de identidad y funcion hepética, en cultivo primario de hepatocitos.

Por ultimo, disefiamos diferentes oligonucle6tidos que nos permitirian analizar la
expresion de diversos genes de identidad y funcién hepatica en las condiciones
experimentales presentadas en este trabajo de tesis. Diversos estudios muestran que
la rigidez del sustrato es un factor clave en la expresion de genes en los hepatocitos
[37,113], por lo que las condiciones de cultivo aqui examinadas y la composicion del
medio de cultivo también podrian ser relevantes en la expresion génica normal del
higado.

El factor nuclear de hepatocitos 4 alfa (HNF4a) es un receptor nuclear que se
encuentra altamente expresado en el higado, y regula muchos genes especificos de
los hepatocitos, como los implicados en la glucdlisis, la gluconeogénesis, la
ureogeénesis, el metabolismo de los &cidos grasos, la sintesis de &cidos biliares, la
biotransformacién de xenobidticos, la sintesis de apolipoproteinas y la coagulacion
sanguinea [114]. Reportes previos han demostrado que la expresion de HNF4a y por
consiguiente la de sus genes blanco, Gys2, Baat y F7, cambian en funcion de la
rigidez del sustrato [37]. Por lo que nos hubiera gustado evaluar el impacto de las
proteinas de MEC y el impacto del medio de cultivo en la expresion de dichos genes.

Adicionalmente pretendiamos evaluar otros genes que consideramos relevantes
para el mantenimiento de la funcion hepética normal (ver Apéndice 2), bajo las
condiciones probadas en esta tesis: rigidez, proteinas de MEC y factores de
crecimiento.
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CAPITULO 7. CONCLUSION

Con base en el andlisis de resultados concluimos que: el uso de hidrogeles
de poliacrilamida suaves (1 kPa) conjugados con fracciones de la proteina
fibrilar, colagena tipo | y en combinacion con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) favorecieron la adhesion, la sobrevivenciay la agregacion de
hepatocitos primarios cultivados; ademés de mantener alguna de sus funciones
fisiologicas como la sintesis de glucdégeno por periodos prolongados de
tiempo. Esto pone de manifiesto que factores como la rigidez y composicion
de la matriz extracelular influyen de manera importante en el comportamiento

celular.
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Apéndice 1. Factores de proliferacion y crecimiento celular.

Factores de

Sustrato de

diferenciacion y Nombre Uso Concentracion cultivo Observacion Ref.
crecimiento celular
+ITS:1.0¢g/L
100x -10 mg/L Hidrogeles PAA | Permite la  supervivencia
1x- 0.1- ] [41]
_ de 1 kPa hasta por 5 dias
pg/mL=
9.053x10° M
Aumenta la proliferaciéon en
S combinacién con EGF (10
e usa como _ ng/mL)
factor de | 422 nlvllr_nl_ Falcon flasks [64]
Insulina crecimiento, ' H9 Aumenta la proliferacion con
ayuda a la EGF (10 ng/mL) + Glucagén
supervivencia a (400 nM).
largo plazo Mantiene la secrecién de
albumina al 50% del nivel
inicial
* Hormona <108 A - i6n d
M= 1.1047x10- |  Cajas Petri umento la secrecion de | g4
4 albumina en combinacién con
ug/mL DEX 107
Disminuy6 la concentracion
de urea
Es un regulador
del crecimiento
qlrjcﬁifer;r(;?élrjme 0:2 En combinacién con DEX (10
pro . 7 M) aumenta el
varias lineas Placas de almacenamiento de
celulares cultivo de tejidos .
OSM tumorales. Regula 10 ng/mL recubiertas de glucogeno (PAS) [63]
la produccion de gelatina al 0,1%. .
e S A esta concentracién aumenta
citocinas, incluidas la secrecion de albumina
IL-6, G-CSF y GM- )
CSF de las células
endoteliales
* |ITS: 0.00067
g/L
Es un cofactor de 100x - 0.67 : :
la glutation ug/mL Hidrogeles PAA | Sin resultado [41]
peroxidasa y otras | 1x - 6.7x10-3
* Cofactores Selenio proteinas, se pg/mL
utiliza como un . o -
snioidane en o Sl e A
medio. « 1.5 ymol/L PONE . [115]
recubiertas con | hepatocitos y, por tanto, se
colageno redujo el estrés oxidativo
10 mM Hidrogeles PAA | Mantiene el pH estable [41]
Solucion
amortiguadora
. Soluciones (valores de .pKa
amortiquadoras HEPES 6.0-8.0) Mantiene
9 elpHde 72276 _ _
en cultivos | . 15 mMweM | CH3S PeUIde |y iiene el pH estable [65]
celulares vidrio
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Cultivo de
perfusién:

Hepatocitos y las
NPC se
sembraron  en
una placa
rectangular de
vidrio recubierto
de colageno tipo
I. Después la

Mantuvieron la actividad
metabodlica del amoniaco 7
dias en comparaciéon con
cultivos sin factores de

* 20 ng/mL L
Actia como un| HB-EGF+10 |Placa  se | crecimiento. [116]
potente " facor | NGIMLHGF | 186 #1001y sa ce secrocion de
mitog qu . .| albimina aumenté y se fue
EGF juega un papel para cqrjstltuw debilitando gradualmente
importante en el una seccion de durante 7 dias.
crecimiento, flujo
proliferacion
celular
: cf:;ﬂiﬁtge Placas de vidrio
recubiertas con
colagena
(cultivo estatico)
Aument6 los agregados de [41]
*+20ng/ mL Hidrogeles PAA | hepatocitos, pero no su
proliferacién.
Aumenta la proliferacion, en
. combinacién con insulina (40
10 ng/mL Falcon flasks nM) en comparacién con un [64]
cultivo estandar.
Placas de En combinacion con DEX (10
. cultivo de tejidos | 7 M) aumenta el
HGF juega un 20 ng/mL recubiertas de | almacenamiento de [63]
papel en la gelatina al 0,1%. | glucdgeno (PAS)
HGF regulacién positiva Hubo un aumento significativo
de la proliferacion Caias de cultivo | €N la concentracion de
celular * 10 ng/mL dJ o albimina e indujo la | [59]
e poliestireno . o .
proliferacion de hepatocitos
(24 h).
La albumina es un
portador de
esteroides, &cidos
grasos y Protege a los acidos grasos, a
Albamina | flormonas 1% Cajas Petri | |2 Cisteina, a el glutation, ala | e
tiroideas y bilirrubina y al piridoxal-5'-
estabiliza el fosfato de la oxidacion.
volumen de liquido
* Proteinas extracelular.
Es un portador de
hierro y también . 055 giL
. puede_ ayud_ar a 100x- 550 . Evita la produccion de
Transferrina reducir los niveles L Hidrogeles PAA radicales libres [41]
téxicos de mg
. 1x- 5.5 mg/L
radicales de

oxigenoy perdxido
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« Farmacos

DEX

Promueve una
arquitectura
fenotipica cuboidal

y facilita la
expresion de
factores de

transcripcion
enriquecidos  en
higado, como C /
EBPa, HFN-4a y
RXRa. Las dosis
altas de
dexametasona
pueden estimular
la proliferacion.

0.5 uM /5x107
M

Suspension de
células

A las 2 h la transcripcion del
gen de la albimina aumenté
de forma dependiente de la
dosis y a esta concentracion
se logr6 la estimulacion
maxima

[117]

Se probaron
(0.01,0.1, 1,
5,10 uM)

Cajas Petri

inhibi6 la apoptosis de
hepatocitos in vitro inducida
por TNF-ay la lesién hepatica
in vivo al inhibir la activacion
de caspasa-8, -9y -3yla
liberaciébn de citocromo c
mitocondrial. DEX también
inhibi6 la apoptosis de
hepatocitos inducida  por
anticuerpos anti-Fas al
bloquear la formacion de
DISC y la activacion de
caspasa-8. Ademés, DEX
aumenté el nivel de expresion
de la proteina antiapoptética
CFLIPL-p43 in vitro e in vivo

(65]

~50 nM
(concentracion
baja)

Hepatocitos
superpuestos
con Matrigel®

Ayudan a prevenir el deterioro
y desprendimiento de
hepatocitos en cultivos a largo
plazo (>1 semana)

>1 uM

Hepatocitos
superpuestos
con Matrigel

WEM: Mejora la morfologia
celular general, mejoran la
formacion de redes
canaliculares e inhiben el
crecimiento de tipos de
células no parenquimatosas.

También inducen la sintesis
de ciertas enzimas
metabolizadoras de farmacos,
incluidos los miembros de los
citocromos P450, UDP-
glucuronosiltransferasas y
glutation S-transferasas

[118]
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En esta concentracién con
HGF (20 ng/mL) o OSM (10

*107 M

Placas de ng/mL) aumenta el
cultivo de tejidos .
recubiertas de alchenamlento . de | [63]
gelatina al 0,1% glucégeno. El pretratamiento
=7 | previene apoptosis de los
hepatocitos
Suprime ligeramente la
hexoquinasa
En combinacién con insulina
10-8 y glucagon 10-10
aumenté el contenido de
CYP450 al 65% en
comparacién con el control
(sin hormonas)
Cajas Petri Mantiene la secrecion de | [60]

albumina en el nivel inicial

durante 13 dias

Aumento en la secreciéon de
albumina en combinacién con
insulina 10 -8 independiente
de la presencia de glucagén la
cual por si misma no tuvo
efecto

Apéndice 2. Oligonucleétidos para RT-PCR.

FW. Oligonucleétido REV. Oligonucleétido Producto PCR (pb)
Nombre Gen Tm (°C) -
523 5>3 Rat6on | Rata Humano
Glucégeno sintasa GYS2 CAGGTGCATTTTGGAAGATGGCT GCCATTCATGGAATTGGGCAA 60/59 247 247 247
Co?r_‘sim;,‘l_A del GACCTTAGGATGTCTCAGGAGAAA
aclao piiar:
S Baat AGGTGGTATGTGGCACCTG 59/57 285 285 285
aminoacido N-
aciltransferasa GACCTTTGGATGTCTCAGGAGAAA
Factor de
b F7 GGCTGATGACCCAGGACT TGGGAGACCCTGGTGTACAC 58/59 235 235 235
coagulacion Xl
Acetil-CoA ACAT1 | TGCAATTCAGGGAGCCATTGA | GGCCATCATGATGGCTTTCATTCC |  59/60 199 199 199
Acetiltransferasa 1
Arginasa ARG1 GTGGACCCTGGGGAACAC CTGTGATGTAGAGACCTTCTCTG 59/57 | - 241 241
Glutamina sintetasa GLUL CTCAGCAAGTTCCCACTT CATACAAGCAGGCCCGGTA 54[57 | - 548 548
Carboxilesterasa 1E | CES1E GGGGATTCTTCAGCACAGGG CCAAAGATGGTCACAGAGCCTG 60/60 133 133 133

* Cambio de base en la especie Homo sapiens en el gen Baat
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